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Uber Identitit des Brunsthormons (Menformon) aus Harn 
schwangerer Frauen und aus Harn trichtiger Pferde. 
Von 
S. E. de Jongh, 8S. Kober und Ernst Laqueur'. 


(Aus dem Pharmaco-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam. ) 


(Eingegangen am 29. Juli 1931.) 


Vor etwa 3 Jahren konnte Dingemanse in unserem Laboratorium 
mit dem sogenannten Wasserverfahren das Brunsthormon (von uns 
Menformon? genannt) bis zu einem Wirkungsgrade von 0,1 y pro 
sogenannte Mauseeinheit reinigen®. 

Wie sich im Laufe der spaiteren Jahre ergab, war damit annaihernd 
die Reinheitsgrenze iiberhaupt erreicht. 1g dieser Substanz wire also 
imstande gewesen, 10 Millionen Mause briinstig zu machen. Wir besaBen 
damals aber nur wenige Milligramme. Diese waren sowohl aus Follikel- 
saft wie aus dem Harn schwangerer Frauen bereitet./ Diese Substanzen 
hatten mikro-kristallinische Struktur. Wir stellten diese aber erst fest, 
nachdem im August 1929 Doisy * Makrokristalle von annihernd gleichem 


1 Die wesentlichen Ergebnisse hat der eine von uns (S. Kober) am 
20. Juni in der Ned. Vereeniging v. Biochemie mitgeteilt (siehe Chem. 
Weekblad 1931). 

2 Bei diesem Namen hatten wir im bewuBten Gegensatz zu dem bisher 
iiblichen Brauch einen Reinheitsgrad zur Definition benutzt, einen Rein- 
heitsgrad (urspriinglich von 0,l mg pro Einh.), der mindestens erfiillt 
sein muBte, ehe einem wirksamen Extrakt dieser Name gegeben werden 
durfte. Seitdem hat sich gliicklicherweise immer mehr eingebiirgert. nicht 
bloB auf diesem Gebiete, nicht einfach von Wirkungen unbekannter Extrakt- 
mengen zu sprechen, sondern anzugeben, welche Substanzmengen hierbei 
benutzt wurden. Wir sind aber gern bereit, um der Verwirrung durch die 
vielen Namen auf unserem Gebiet zu steuern, einen allgemein verwendbaren 
und international verstaéndlichen Namen wie Folliculahormon zu benutzen; 
dieser ist wohl besser als das auch vorgeschlagene Wort Oestrushormon, 
denn bei diesem wird, im Gegensatz zu den sonstigen Namen auf dem 
Hormongebiet nicht die Ursprungsstaétte, sondern die Hauptwirkung an- 
gegeben. Durch Zusatz: Cristallisatum bzw. ... y 1 Kinh. kann det 
Reinheitsgrad dann immer erkannt werden. 

3 Journ. of Pharm. and exp. Therap. 36, 25, 1929. 

4 Intern. Physiol.-Congr. Boston 1929. 
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Wirkungsgrad beschrieben und kurz danach unabhingig von diesem 
A. Butenandt' ebenfalls Makrokristalle dargestellt hatte. Nach Ver- 
arbeitung von mehr Material gliickte uns auch kurz hinterher? die 
Bereitung von solchen Kristallen. 

Ohne an dieser Stelle auf die zunichst bestehenden, wohl nur 
scheinbaren Differenzen tiber die Eichungen der Kristalle bei den ver- 
schiedenen Autoren einzugehen, kann jetzt annahernd der obige Wert 
als Reinheitsgrenze gelten. Nachdem wir mit diesen Makrokristallen 
auch die friiher mit unreinerem Material beschriebenen biologischen 
Reaktionen erhalten hatten, durften wir mit groBer Wahrscheinlichkeit 
schlieBen, daB alle diese an ein und derselben Substanz haften, und 
da®B die Erfahrungen, gewonnen mit unreineren Substanzen von 1,5, 
» und weniger an 
reinem Menformon enthalten haben, doch Material zur Kenntnis des 
reinen Stoffes abgeben, und daB also den Ballaststoffen keine wesentliche 


ja 10 und mehr y pro Einheit, die also nur 10 bis 1° 


Bedeutung zukommt. 

Nachdem wir nun B. Zondek eine neue und reichliche Quelle zur 
Darstellung von Menformon verdanken*®, naimlich den Harn von 
schwangeren Pferden, und es uns auch gegliickt ist, daraus Kristalle 
darzustellen, war es von Interesse, nachzupriifen, ob diese Substanz 
wirklich identisch ist mit der, wie sie bisher aus dem Harn von schwan- 
geren Frauen bzw. dem Follikelsaft verschiedener Tiere bereitet war. 

Die Frage ist nicht tiberfliissig, denn zunaichst verhalt sich der 
Brunst gebende Stoff im Harn der Pferde anders, denn er ist nicht, 
jedesfalls nicht in der Hauptmenge, von vornherein, mit fliichtigen 
Lésungsmitteln extrahierbar. In sehr viclen Fallen ist er erst nach 
Hydrolyse, nach unseren Erfahrungen am besten nach alkalischer 
Hydrolyse, mit Hilfe solcher Lésungsmittel zu extrahieren. 

Wir haben darum zunichst nachgesehen, ob der auf diesem Wege 
gefundene Brunststoff, im besonderen auch die gereinigten Kristalle, 
dieselben biologischen Wirkungen geben wie das bisher bekannte Men- 
formon aus Harn von Frauen, und ob sich auch chemische bzw. chemisch- 
physikalische Identitdt ergibt. 


I. Biologische Eigenschaften. 

1. Brunstwirkung, Eichung. 
Als Einheit wird die kleinste Menge der Substanz bezeichnet, 
welche bei 75°, gut kastrierter Mause innerhalb 72 Stunden nach der 
ersten subkutanen Einspritzung einen praktisch leucocytenfreien 


1 Naturwissensch. 17, 897, 1929. 

2 Chem. Weekblad 26, Nr. 52, 1929; Deutsch. med. Wochenschr. 56, 
30, 1930. 

3 Klin. Wochenschr. 9, 2285, 1930. 
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Abstrich (Leucocyten weniger als 5°, von allen Zellen) hervorruft, 
wenn diese Menge innerhalb 24 Stunden, dreimal in je 0,1 ccm, ein- 
gespritzt wird, und die Abstriche jeden Morgen und am dritten 
Tage auch abends erfolgen. 

Die Wirkung der Praparate liBt sich bekanntlich auBer nur durch 
die Grenzbestimmungen auch nach dem gegenseitigen Verhaltnis von 
Leucocyten, kernhaltigen und kernlosen Epithelzellen beurteilen. Dies 


geschieht bei uns nach acht Festsetzungen, die wiedergegeben sind 
+ 
{ bail * 





durch die Zeichen —, —,, — gs, —ss, (+), 4 ! 

Nach einer groBen Anzahl vorlaiufiger Eichungen ergab sich, daB 
bei beiden Kristallen die Einheit zwischen 0,08 und 0,1 y liegt. 

Um etwaige Unterschiede in der Wirkungsstarke beider Kristall- 
sorten zu finden, wurde das Umkehrprinzip benutzt, da sich hierbei 
moglicherweise durch AusschluB der individuellen Unterschiede noch 
feinere Eichungsdifferenzen ergeben, als sie mit der iiblichen Methode 
festzustellen sind. 

Es wurden Gruppen von je sechs Mausen mit 0,08 y kristallinem 
Menformon aus Frauenharn und am gleichen Tage eine andere Gruppe 
mit 0,08 y Menformon aus Pferdeharn eingespritzt und nach 1 Woche 
die erste Gruppe mif Kristallen aus Pferdeharn, die andere mit solehem 
aus Frauenharn behandelt; ein gleicher Versuch wurde mit 0,1 y 
ausgefithrt. Die Ergebnisse sind aus Angaben der maximalen Reaktion, 
welche die Mause erreichten, zu ersehen (Tabelle I). 

Die Zahlen in den Staéaben bedeuten, wieviel Miuse wenigstens einen 
Abstrich zeigten, welche dem Zeichen, tiber dem Stab angegeben, ent- 


sprachen. 
Tabelle I. 





+ Positiv 


Pferdeharn 


in 

0,08 2 1 1 0 3 4 1 0) 8von12  67)- 

0,10 0o'8;'0/\|0,2);)8/12;o049, 12) 73)" 
Frauenharn 

in } 

0,08 0 2 1 1 4 1 1 0 6. 10 60). 

0,10 0 2 0 0 4 6 0 0 110 . 12 g3j fl 


Man kann aus der Tabelle entnehmen, da® bei beiden Kristallen 

1. fiir die Einheit in diesem Falle wohl etwas weniger als 0,1 y 
und mehr als 0,08 y nétig ist, 

2. daB weiter die Art der Wirkung, beurteilt nach den verschiedenen 
Xeaktionsstarken der Mause, gleich ist. Dies gleiche laBt sich auch 


* Journ. of Pharm. and exp. Therap. 36, 25, 1929. 
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noch zeigen, wenn man eine gréBere Zahl (35) Mause nach diesem 
Umkehrungsprinzip mit nur etwa */, Einh. behandelt (0,6 y pro Tier). 
Auch hier ist die Reaktionsstarke bei beiden Kristallen wieder die gleiche. 
Wir diirfen also annehmen, daB die Konzentrationswirkungskurve auch 
keine Unterschiede zeigt. 

Tabelle I]. 





Positiv 
TE Ss SS | \*) T T 0 
Pferdebarn 13 4 3 6 6 3 0 0 9vyon35 26 
l'rauenharn 11 7 3 4 + 6 0 0 10 , 35; 285 


Hinsichtlich der Brunst besteht also kein Unterschied in der Wirkung 
der beiden Kristallsorten. 


2. EinfluB auf Wachstum weiblicher Organe. 

Ob das nach Hydrolyse im Pferdeharn entstehende Menformon 
im wesentlichen mit dem aus anderem Material extrahierten identisch 
ist, untersuchten wir schon vor der Darstellung der reinen Kristalle aus 
Pferdeharn mit etwas unreinerem Material (nur etwa 33°, an reinem 
Menformon). Hierbei mu8te natiirlich zunachst der von vornherein 
im Pferdeharn vorhandene Brunststoff, der also ohne weitere Behand- 
lung mit Benzol extrahierbar ist, entfernt werden. Nachdem dies durch 
mehrmaliges Ausschiitteln mit Benzol geschehen war, wurde der Harn 
auf einen Gehalt von 5°, an KOH gebracht, 5 Minuten gekocht, 
iiberneutralisiert (auf pu 3), dann in der bei uns iiblichen Weise mit 
Benzol extrahiert, und der Extrakt gereinigt, so daB ein Stoff ent- 
stand, der in 0,26 y die Einheit enthielt. Hiermit wurde dann folgender 
Versuch gemacht: 

Zwei Gruppen von je drei jungen Ratten wurden | Woche mit zweima! 
taglich 0,2cem Ol eingespritzt, wobei in lcem der Menformongruppe 
0,4 Einh. enthalten waren. 

Bei den Menformontieren trat Brunst ein; es wurde dann nach Auf- 
héren der Injektion noch 4 Tage gewartet. bis die Brunst verschwunden 


Tabelle III. 








Korpergewicht Uterusgewicht 
>. . £g 
Ol Ratte absolut relativ pro 
Anfang’ Ende in mg 100g Tier 


(996 47 | 58 | 40 69) 
Mit Menformon aus Pferdeharn - - +, 997 38 52 37 71\ 95 
| 998 41 33 48 145} 


999 44 52 22 42) 
Ohne Menformon - +--+ +++ += > 1000 43 63 98 44 
1001 40 47 30 64 
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war. erst danach wurden die Tiere getétet, die Geschlechtsorgane gewogen ; 
hier ist nur allein das Gewicht des Uterus als des am meisten exakt zu 
praparierenden Organs angefiihrt, und zwar sowohl in absoluten Zahlen 
in Milligramm, als auch relativ, bezogen auf 100 ¢ Tier. 

Dieser Versuch ergibt also ein deutliches Wachstum des Uterus 
durch den Brunststoff aus dem Pferdeharn. Er stimmt im quantitativen 
Sinne mit einem iiberein, wobei in Einheiten die gleiche Menge, ebenfalls 
0,4 Einh. pro Tag, von Menformonkristallen aus Frauenharn gegeben 


wurde. 
Tabelle 1V. 





Kirpergewi ht Uterusgewicht 
Ol Ratte x absolut relativ pro 
Anfang End nm 10 g¢ Tier 
| 651 26 36 30 83) 
Mit Kristallen aus Frauenharn 652 80 42 54 128) 109 
| 653 28 40 47° «117 
654 25 38 20 53 | 
Ohne Menformon ) 655 31 46 23 50! 52 
t 656 29 42 23 55 | 


Der folgende Versuch zeigt noch einen Vergleich der Wirkung an 
je drei Ratten von beiderlei Aristallen untereinander und mit einer 
Kontrollgruppe. Statt 0,4 wurden etwa 2,4 Einh. pro Tag gegeben. 
Es wurde wieder tiglich zweimal 0,2 cem Ol eingespritzt, darin war bei 
den Menformontieren in 1 cem 0,6 y Kristalle gelést. 


Tabelle V. 





Kérpergewicht Uterusgewicht 
Ol Ratte ~ absolut relativ pro 


Anfang Ende in mg 100 g Tier 


| 1144 24 22 56 256 | 


Mit Kristallen aus Pferdeharn 1145 23 40 | 28 5S! 181 
| 1146 32 27 62 | 230! 
| 1147 22 33 66 20) 
Mit Kristallen aus Frauenharn , 1148 26 42 35 83! 188 
| 1149 30 43 56130) 
( 1150 22 17 11 65) 
Ohne Menformon 1151 24 29 26 905 79 
| 1152 387 30 17, 8! 


Die berechneten Mittel haben bei der groBen Abweichung der 
Kinzelratten untereinander keinen groben Wert, jedoch darf man 
schlieBen, daB beide Arten Menformon wenigstens bei zwei von drei 
Tieren ein sehr deutliches Uteruswachstum verursacht haben, was 


sowohl in absolutem als auch in relativem Sinne in ungefihr gleichem 
MaBe zum Ausdruck kommt. 





—~ 
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3. Wirkung auf die Mamma. 
Die Wirkung von gleichen Mengen Kristallen ist an Versuchen an 
normalen erwachsenen mdnnlichen Meerschweinchen zu ersehen. 


Die Tiere wurden 14 Tage taglich mit zweimal 0,5 ccm einer Loésung 
eingespritzt, die in 1 ecm 100 Einh. enthalt. Die Zitzen vor und nach dem 
Versuch wurden in Lange und Breite mit der Schubleere gemessen. Die 
Tabelle VI ist ohne weiteres verstandlich. 


Tabelle VI. 





Zitze in mm 


Korper- 
Ol Cavia gewicht vor nach 
g linke rechte linke rechte 
Mit Kristallen { 281 620 2,0—1.3 1,9—1,2 24—3,8 28—4,1 
aus Pferdeharn | 282 557 18—2,2 1,8—2,4 23—41 21—3,8 
209 480 1,6—2,8 1,4—3,0 3,7—4,8 3,8 os 
Mit Kristallen 211 495 1.7—28 | 1.7—26 | 80—45 | 2.8— 
aus Frousshars} 212 450 15—2,7 | 1,.4—2,9 32—44 3,0 38 
213 430 1,6—2,5 | 1,6—2,7 28—3,4 3,0—4,0 


Man sieht bei allen Tieren ein deutliches Wachstum der Zitze. 
Besonderen Wert auf die Unterschiede, die sich aus den absoluten 
Zahlen ergeben, zu legen, ist nach den friiheren Erfahrungen nicht 
berechtigt. Es soll auch hier nur die Tatsache hervorgehoben werden, 
daB beide Kristallsorten mit gleichen Mengen ein Wachstum der Mamma 
bewirken. 

4. Antimaskuline Wirkung. 

Auch hier sind genaue quantitative Versuche iiber die Identitat 
der Wirkung nicht méglich. Es kann sich auch hier nur darum handeln, 
daB man mit Pferdemenformon iiberhaupt jedenfalls einen sicheren 
Effekt erhalt. Wir haben uns in diesem Falle nach den zahlreichen 
friiheren Erfahrungen mit Menformon aus anderem Material beschrankt 
auf die Versuche mit Pferdemenformon. 


Tabelle VII. 





Gewicht 
Kérpergewicht 


Gesamtgenitalien Testes 
Ol Ratte 
. absolut relatiy absolut relativ 
Anfang Ende in uae pro 100g i a pro 100g 
Mit Kristalle | 1023 29 37 0.24 0,65 $1 218) 
ss Westchclens 1024 | 35 48 0.32 0,660.67 87 181'234 
ous Stercenern | 1 1985) 88 38 026 0.69 115 303 
: 028 35 67 0,66 0,93 435 650 
Ohne Menformon! : - “1 "\1 19 9) gan 


| | 1050 32 48 0,70 1,45) 512 1110] 
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Fiinf junge mannliche Ratten erhielten drei Wochen zweimal taglich 
0.1 cem Ol: im O} fir drei Tiere war pro Kubikzentimeter 100 Einh. geldst, 
die Tagesmenge betrug also 20 Einh., die Gesamtmenge wiihrend des 
Versuchs 420 Einh. 

Es wurde das Gewicht der Ge samt pe nitalien und das der Testes getrennt 
bestimmt. 


Bei allen drei Menformonratten liegen also die absoluten wie auch 
die relativen Gewichte der Gesamtgenitalien und der Testikel unter 
den niedrigsten Werten bei den Kontrolltieren. 

Menformonktistalle aus Pferdeharn besitzen also auch eine deutliche 
antimaskuline Wirkung. 


Il. Physikalische und chemische Eigenschaften. 


Uber die Darstellung unserer Kristalle! sei auf unsere friihere 
Veréffentlichung? verwiesen. Es sei nur in Kiirze hier erwahnt, dal 
wir ebenso wie Butenandt vom Verteilungsgleichgewicht Petrol- 
aither—verd. Alkohol (nach dem Vorgange von Ralls u. a.%) und 
verd. (saurer) Alkohol—- Benzol Gebrauch machten.  Hinsichtlich ! der 
Alkalibehandlung wichen wir jedoch von Bulenandt und den anderen 
Forschern ab; wir benutzten hier zwar auch die Tatsache, daB das 
Hormon beim Ausschiitteln seiner alkoholisch-alkalischen Lésung mit 
Benzol in der Alkaliphase verbleibt, machten aber andererseits davon 
Gebrauch, daB es der wdsserig-alkalischen Lésung durch Benzol nahezu 
quantitativ entzogen wird. Diese Behandlung hat gegeniiber der von 
Butenandt geiibten Methode, nach der der atherischen Lésung des 
Hormons durch lange Einwirkung von wasserigem Alkali das Hormon 
entzogen und aus dieser Lésung nach Ansduern das Hormon wieder 
extrahiert wird, vielleicht einen gewissen Nachteil. Er besteht darin, 
daB neutrale Begleitstoffe (die basischen sind schon im sauren Alkohol 
zuriickgehalten), die bei Butenandt im Ather verbleiben, nun, sofern 
sie noch nicht im Gleichgewicht: alkalischer Alkohol-Benzol vom 
Benzol aufgenommen sind, aus dem wiisserigen Alkali mit Benzol 
ausgezogen werden. Andererseits ist aber ein Vorzug unserer Methode 
darin zu sehen, daB wir nicht anséuern und somit nur die schwach- 
sauren Bestandteile (vom Menformoncharakter, und z. B. nicht die 
Kristalle von Marrian) in dem Benzol erhalten. Gelegentlich haben wir 


! Wir danken fiir die Uberlassung groBber Mengen von Benzolextrakt 


aus Harn den Gesellschaften Organon, Oss und Degewop A.-G., Berlin. 
Ohne deren Hilfe hatten wir nicht die erforderlichen Quantitaten ver- 
arbeiten k6énnen. 

2 Deutsch. med. Wochenschr. 56, 301, 1930. 
Journ. of biol. Chem. 69, 357, 1926. 


3 
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jedoch auch fiir bestimmte Zwecke die atherische Lésung des Hormons 
als Weg fiir seine Uberfiihrung in die wasserig-alkalische Lésung mit 
Erfolg benutzt. 

Die auf diese Weise erhaltenen Rohkristallisate mit einem Wirkungs- 
grad von 0,2 bis 0,4 y/Einh. haben wir, ohne zu destillieren, sofort aus 
Ather umkristallisiert. War das Produkt nicht farblos, so wurde eine 

3ehandlung mit Norit eingeschaltet. Im Falle des Frauenharns als 
Ausgangsmaterial wurde durch fraktionierte Kristallisation im wesent- 
lichen aus 96°,,igem Alkohol der reine Kristall erhalten. Im Falle des 
Pferdeharns wurde das farblose und von anhaftendem Ol befreite 
Rohkristallisat in seine weiter unten beschriebenen Fraktionen auf- 
gespalten. 

a) Die physikalischen Konstanten. 
l. Léslichkeit. 

Mit Ausnahme der viel diskutierten Wasserléslichkeit des Hormons, 
iiber deren GréBenordnung [120 Einh./ecm Butenandt (l.c.), einige 
Hundert Einheiten Laqueur u.a.'} nunmehr keine Zweifel mehr be- 
stehen, beschrinkten sich die bisherigen Angaben hinsichtlich der 
anderen Lésungsmittel auf vage Bezeichnungen, wie ,,leicht léslich“ 
und ,,schwer léslich“; zu den Lésungsmitteln der ersten Gruppe wurden 
iibereinstimmend die Alkohole, Aceton, Benzol gerechnet, zur zweiten 
die leichtfliichtigen Erdéldestillate. 

Fiir den praktischen Gebrauch und zum Vergleich der Hormone 
von verschiedener Herkunft haben wir die Léslichkeiten in einigen 
Lésungsmitteln bestimmt, und zwar bei deren Siedepunkt (unter ge- 
wohnlichem Druck) und bei Zimmertemperatur. Die Werte, ermittelt 
an kleinen Substanzmengen, erheben keinen Anspruch auf eine gréBere 
Genauigkeit als von + 10%. Die in Tabelle VIII angegebenen Werte 
bedeuten Gramm Hormon in 100 cem Lésungsmittel. 


Tabelle VIII. 
Léslichkeit. 





Hormon 
Lisungsmittel 


aus Pferdeharn aus Frauenharn 
Athylalkohol 96°% siedend. ..... 2.0 2,2 
- 96% 15° ge ta 0,36 0,46 
Chloroform siedend ......... 1,5 1,8 
- es ee ae ee eG 0,92 
ot oe a er a 0,66 0,7 
pe ee ae ae ee 3,3 - 
ne oS et eee rr 2,2 


! Jahresber. f. d. ges. Physiol. 1926, 8. 643. 
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Aus dieser 'Tabelle erhellt einerseits, das innerhalb des Methoden- 
fehlers die Kristalle von beiderlei Herkunft das gleiche Verhalten in 
den untersuchten Lésungsmitteln zeigen, andererseits besitzt das 
Hormon eine auffallend geringe Léslichkeit in den Medien, die meist 
als ,,gute** Lésungsmittel fiir das Hormon bezeichnet wurden. Eine 
Substanz, die sich in kaltem Alkohol zu 0,4°,., 


in siedendem Benzol zu 
0,7°,, auflést, diirfte kaum als , leicht léslich** in diesen Stoffen be- 
zeichnet werden. 

Zum Vergleich seien noch die Léslichkeiten des Pregnandiols 
angefiihrt, wie wir sie mit von uns bereiteten Kristallen fanden. 


Tabelle IX. 





g Substanz in 100 cen 
Lisungsmittel 


Pregnandiol Menformor 
Athylalkohol 96% siedend. ..... 2,2 2,1 
* 96 % 15°. 2D EE a ae 0.68 0.4 
ma Gea in kt 0,25 3,3 
‘ ee ae eee ae ae ate 0,043 2,2 


Vergleicht man Gie jeweiligen Léslichkeiten des xzweiwertigen 
Alkohols Pregnandiol und des Menformons, dessen zwei O-Atome sich 
nach neueren Anschauungen (A. Butenandt, l|.c., Doisy u.a.") auf 
eine OH-Gruppe und auf eine Ketogruppe verteilen, in Alkohol und 
in Aceton, so findet man bei beiden Substanzen eine vergleichsweise 
gute Léslichkeit in Alkohol. Im Keton Aceton ist das Menformon 
jedoch wesentlich besser léslich als der Alkohol Pregnandiol, worin 
die Annahme einer Ketobindung des einen O-Atoms beim Menformon 
eine Stiitze finden kann. 


2. Schmelzpunkt. 

Besonderen Wert haben wir auf eine méglichst sichere Fixierung 
des Schmelzpunktes gelegt, zumal wir fiir den reinen Kristall auf Grund 
unserer Messung stets einen um einige Grade héher liegenden Schmelz- 
punkt beobachteten, als er von Butenandt angegeben war und auch 
als wir friiher gefunden hatten. 

Bei der Schmelzpunktsbestimmung des Hormons ist zu beruck- 
sichtigen, daB das Schmelzen stets unter Zersetzung, die sich in bréiun 
licher Farbung der Schmelze auBért, stattfindet. Natiirlich tritt diese 
langsame Zersetzung auch schon unterhalb des Schmelzpunktes ein 
und, je langsamer die Temperatur ansteigt, desto mehr Zersetzungs- 
produkte werden sich bis zum Schmelzen gebildet haben, und diese 
driicken die eigentliche Schmelztemperatur herab. Es erschien uns 


Journ. of biol. Chem. 91, 800, 1931. 
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daher notwendig, nicht nur den Punkt der Meniskusbildung bzw. des 
Klarwerdens der Schmelze festzulegen, sondern den ganzen Schmelz- 
verlauf in seinen Einzelheiten zu beschreiben, also: a) Beginn des 
Sinterns, b) beginnendes Schmelzen, c) Meniskusbildung, d) Klarwerden 
der Schmelze. Je nach der Geschwindigkeit des Temperaturanstiegs 
erfuhren b) und c) eine Erhéhung oder Erniedrigung von mehreren 
Dezigraden bis zu zwei vollen Graden; in allen Fallen war d) jedoch 
von diesem Faktor unabhangig. 

Von gréBter Wichtigkeit ist es in solchen Fallen jedoch, stets fiir 
denselben gleichmaBigen Temperaturanstieg Sorge zu tragen. Um dies 
zu erreichen, bedienten wir uns eines Becherglases mit Paraffinél, das 
von tmnen durch einen Widerstand elektrisch erwirmt wurde; das 
Anschiitzthermometer mit der Kapillare befand sich in einem gleichfalls 
mit Paraffinél gefiillten Reagenzglas, das im Heizbade frei aufgehangt 
war. Als geeignetste Anstiegsgeschwindigkeit wahlten wir in der Nihe 
des Schmelzpunktes 2 bis 3°/Min. 

Unter diesen Bedingungen wurde bei gleichzeitiger Bestimmung 
fiir Kristalle von beiderlei Herkunft der folgende Schmelzverlauf 
ermittelt : 





Pferdeharn (K»25) Frauenharn (1°) 
a) Beginn der Sinterung. ...... 245 253 
b) is des Schmelzens . .... . 253.5 254.3 
c) * gle gon, % 254.3 254.6 
@) Miase Somme ww 255 255,2 


Anthracen schmolz unter den gleichen Bedingungen bei 216,5° 
(div. Literatur: 216 bis 217°), Pregnandiol bei 235 bis 236° (Butenandt: 
234 bis 235°). 

+ Eine Mischung von zwei Kristallproben aus Pferde- und Frauenharn 
zeigte den folgenden Schmelzverlauf: a) 242°, b) 252°, c) 254,5°, d) 256°. 

Aus diesen Befundenergibt sich einerseits eine gute Ubereinstimmung 
zwischen den Kristallen von beiderlei Herkunft, andererseits weisen 
unsere Kristalle einen um etwa 3 bis 4° héher liegenden Schmelzpunkt 
auf als die von Butenandt; dieser Unterschied liegt vielleicht nur an 
einer etwas verschiedenartigen Auffassung vom ,,Schmelzpunkt“. 

Nach AbschluB unserer Arbeit erhielten wir die interessanten 
Mitteilungen von Doisy u.a. (l.c.), nach denen diese den Endschmelz- 
punkt (d) bei 256,2° fanden; er ist also praktisch identisch mit dem 

955 90 


oben beschriebenen von 255, 


3. Optische Drehung. 


Die Drehung bestimmten wir an Kristallen aus Pferdeharn. 
Verwandt wurde eine Lésung, die 1,84mg in 0,2cem Chloroform 
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enthielt. 1 =—1dm, « + 1,48°, gemessen im Gelb des Spektrums, 
also eine spezifische Drehung von + 161°. Butenandt ermittelte fiir 


eine Lésung von 18,7 mg in 2cem CHCl, + 1,46° und eine spezifische 


Drehung von + 156°. Die Werte stimmen also gut iiberein. 


4. Sublimation (Hochvakuumdestillation). 

Entsprechend dem Vorgehen von Butenandt, wie wir es nach ihm 
auch gelegentlich bei Kristallen aus Frauenharn gemacht hatten, 
sublimierten wir 30 mg unserer reinsten Kristalle aus Pferdeharn. Bei 
einem Vakuum von etwa 1/,9, mm lieBen wir die Temperatur im Laufe 
1 Stunde von 130 auf 170° ansteigen, wobei etwa zwei Drittel der Menge 
iiberging. Der Schmelzpunkt des Sublimats war 252 bis 253.5°, nach 
Umkristallisieren aus Alkohol 252 bis 254,5°. 

Die Brunstwirkung von Riickstand und Sublimat war pro Gewichts- 
einheit die gleiche. 

& Kristallform. 

Uber die Kristallform siehe die nachstehende Untersuchung von 
W. Nieuwwenkamp und S. Kober (s. 8. 263). Aus dieser ergibt sich sowohl 
eine Idenyitat der Kuistalle von beiderlei Herkunft, wie auch eine 
Ubereinstimmung mit der kristallographischen Untersuchung von 
C. B. Slawson' am Theelin von Doisy. 


6. Absorptionsspektrum im Ultraviolett. 
Hieriiber siehe die nachfolgende Untersuchung von E. Dingemanse, 
S. Kober, E.H. Reerink und A. van Wijk (s. 8. 265). Auch hierin wurde 
eine weitgehende Chereinstimmung der beiden Kristallisate gefunden. 


b) Die chemischen Konstanten. 
l. Elementaranalyse. 

Die Analysen wurden teilweise durch Dr.-Ing. A. Schoeller, Berlin, 
teilweise im organisch-chemischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam ausgefiihrt. 

Bei Kristallen aus Frauenharn wurde gefunden: 

79,53 % C, 8,12% H; 


bei Kristallen aus Pferdeharn: 


7942°, C, 6.12% H. 
80,42 % C, 8,18% H, 
O0,11% C, 6.22% H. 


Auch hier lassen die Elementaranalysen eine gute Ubereinstimmung 
fiir beide Kristallsorten erkennen; auch stimmen diese Werte mit den 


1 Journ. of biol. Chem. 97, 373, 1930. 
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von Butenandt angegebenen iiberein. Auf Grund der Analysenbefunde 
wiirde der Bruttoformel C,,H..O0, die gréB8te Wahrscheinlichkeit zu- 
kommen. 

2. Derivate. 

Zur Charakterisierung des Hormons aus Pferdeharn stellten wir 
von Derivaten das Acetat und Benzoylat dar, beide nach Angaben von 
Butenandt. Beim Acetat konnten wir das ZertlieBen des Kristalls bei 
111 bis 112° nicht beobachten, vielmehr trat das Schmelzen erst bei 
23 bis 125° ein; die wiedererstarrte Schmelze schmolz scharf bei 125,2° 
(Butenandt: 126°). 

jeim Benzoylat fanden wir den Schmelzpunkt (korrigiert) 206° 
[ Butenandt: (unkorrigiert) 211 bis 212°]. Die Kristallformen stimmten 
bei beiden Derivaten iiberein. 

Nach allen Befunden glauben wir, da®B Kristalle aus Frauen- und 
Pferdeharn, die in etwa 0,l y die Brunsteinheit enthalten, identisch 
sind und, besonders nach den Erfahrungen bei der Sublimation 
(s. II, a, 4), vermutlich eine einheitliche Substanz darstellen. 


Anhang. 


Genauere Beschreibung der Darstellyng von Menformonkristallen aus Pferde- 


harn und Beobachtungen an Fraktionen mit niedrigerem Schmelzpunkt. 


Die vom Ol und, bis auf geringe Mengen, vom Farbstoff befreiten 
Rohkristallisate aus Frauenharn zeigten einen Schmelzpunkt (im 
folgenden wird unter Schmelzpunkt die Temperatur der Meniskus- 
bildung verstanden), der nur wenige Grade unter dem des reinen 
Kristalls lag; die Rohkristallisate aus Pferdeharn waren jedoch bereits 
bei + 237° geschmolzen. 

_Die Umkristallisierung zur Zerlegung in Fraktionen nahmen wir 
stets auf die Weise vor, daB wir die Kristalle in einer gerade ausreichenden 
Menge siedenden Alkohols von 96°, lésten und dann auf Zimmer- 
temperatur abkiihlten; beim reinen Hormon wiirde also 20°, von der 
verwandten Kristallmenge in Lésung bleiben (s. Tabelle VIII). Wurde 
die Mutterlauge durch Kochen bis zum Auftreten von Kristallen ein- 
geengt, so wurde nach Abkiihlen eine Kristallfraktion I] erhalten usw. 
Bei Zerlegung in fiinf Kristallfraktionen (und eine Endmutterlauge) 
zeigten diese etwa folgende typische Schmelzpunkte: I: 245°, IL: 240°, 
IIT: 232°, IV: 223°, V: 212°. 

Zur Darstellung des reinen Hormons wurden entweder zwei bis drei 
Fraktionen mit nahe_ beieinanderliegendem Schmelzpunkt zusammen- 


gefaBt und so allméhlich einerseits eine Anreicherung an Hormon, anderer- 
seits von der niedrig schmelzenden Substanz bewirkt. oder aber, was sich 


als zweckmaéBiger erwies, zunaéchst nur das erste Kristallisat dargestellt, 
und dies so oft umkristallisiert, bis das nahezu reine Hormon vorlag, und 
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dann die vereinigten Mutterlaugen einer analogen Behandlung unter- 
worfen. Im ersten Falle waren (bei schlechterer Ausbeute) 20 bis 30 Kristalli- 
sationen nétig, um zum reinen Hormon zu gelangen. im zweiten Falle 
reichten etwa zehn Kristallisationen aus. In jedem Falle erwies sich die 
Begleitsubstanz mit niedrigem Schmelzpunkt als éuBerst adhérent, und 
auch Anderung in der Wahl des Lésungsmittels (Benzol. Benzol-Alkohol) 
half nichts; daher auch, dafi stets noch unsere reinsten Kristalle etwa 
5 bis 10° unterhalb des Eintritts des Schmelzens Zeichen von schwacher 
Sinterung aufwiesen. 

Mengenmabig machten diese Kristallisate mit niedrigem Schmelzpunkt 
etwa ein Viertel vom gesamten Rohkristallisat aus. In welchen Mengen sie 
tatséchlich urspriinglich im rohen bzw. gereinigten Extrakt vorhanden 


waren, entzieht sich unserer Kenntnis, da sie im Vergleich zum eigent 
lichen Hormon leicht léslich bei unserer Aufbereitungsmethode nicht 


quantitativ zu erfassen waren. 


Von diesen Kristallisaten mit niedrigem Schmelzpunkt scheint dem 
mit + 211° eine besondere Bedeutung zuzukommen, da wir dieses stets als 
Endprodukt einer Fraktionierungsreihe fanden, d. h. als letztes Kristallisat, 
das sicher frei von dligen oder farbenden Bestandteilen erhalten werden 
konnte. Eine Analyse dieser Substanz lieferte die folgenden Werte: 


78.86, 79,09°% C und 7,82, 7,88°% H, 


es &hnelt also in seiner .elementaren Zusammensetzung sehr dem reinen 
Hormon: Die biologische Wirksamkeit (Brunst) wurde zu etwa zwei Drittel 
von der des reinen Hormons gefunden. 


Die Kristallfraktionen, deren Schmelzpunkt zwischen dem des reinen 
Hormons und 211° liegt, sind zweifellos als Mischungen dieser beiden Sub- 
stanzen zu betrachten. Wahrend diese stets ein betrachtliches Schmelz- 
intervall aufwiesen, zeigte das Kristallisat von 211° einen ziemlichen scharfen 
Schmelzpunkt. 


Es rechtfertigt sich demnach wohl unser Vorgehen, wenn sich unsere 
Betrachtung der niedrigschmelzenden Fraktionen auf die Substanz mit 
dem niedrigsten Schmelzpunkt konzentriert. 

Der Tatbestand liBt sich durch drei Annahmen verstehen: 

1. Ist die Substanz mit dem Schmelzpunkt +. 211° eine einheitliche 


Substanz mit Brunsthormonwirkung ? 


2. Besteht sie aus einem (eventuell eutektischen) Gemisch von Men- 


formon mit einer inaktiven Substanz ? 
3. Oder liegt ein Gemisch (mit Menformon) von einer (neuen) aktiven 
Substanz vor, gegebenenfalls unter Beteiligung von dritten aktiven oder 
inaktiven Stoffen ? 

Wir sind bisher noch nicht imstande, diese Fragen auch nur einiger- 
ma8en eindeutig zu beantworten; wir besitzen Tatsachen, die jeder der 
drei Annahmen bis zu einem gewissen Grade gerecht werden. Fir die erste 
Annahme einer einheitlichen Substanz sprechen die oben angefiihrten 
Griinde, die zu einer exzeptionellen Betrachtung dieses Kristallisats fihrten, 
namlich konstantes Auftreten dieser Fraktion mit ziemlich scharfem Schmelz- 
punkt und ziemlich konstantem Brunsteffekt pro Gewichtseinheit. 


Mit der Auffassung der EFinheitlichkeit ist jedoch schwer in Einklang zu 
bringen ein Kristallisationsverlauf, den wir an dem groSten durch uns ver 
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arbeiteten Rohkristallisat (etwa 600 mg) beobachteten. In der folgenden 
Ubersicht ist diese Fraktionierung aufgezeichnet von einem Punkte an, bei 
dem der gr6éBte Teil des hochschmelzenden Hormons schon abgetrennt war. 
(M Mutterlauge, K Kristallisat. ) 


M, + M; ob M. 


eingeengt 
Kg My | 
umgelost — eingeengt 
F Kyo Mio Ky, j M), 
228— 232° 211—214° eingeengt 
Kyo My» 
225—232° (190—198°) 
umgeliést —— 
Ke. Bu 
228— 232° 
umgelost- eingeengt 
; > y 
Ky, Mis Ky MM; 
232— 244° 212—214° eingeengt ——— 
Ki Mig 


6 
226—229° eingeengt 


K,; My; 
208— 209° 

Wir finden hier K,) mit 228 bis 232° und K,, mit 211 bis 214°; das 
Kristallisat K,, aus der Mutterlauge M,, schmolz jedoch bei 225 bis 232°. 
Es wurde also aus der Mutterlauge der niedrigschmelzenden Substanz Aj, 
ein Kristallisat mit hOherem Schmelzpunkt isoliert. Die gleiche Erscheinung 
zeigte sich, als diese drei Kristallisate (Ky) bis K,.) wieder vereinigt und aus 
Alkohol in iiblicher Weise wieder in Fraktionen zerlegt wurden. Hier 
besaB K,,, K,; und Ky, Schmelzpunkte von 232 bis 244°, 212 bis 214° und 
226 bis 229°. Aus der Mutterlauge M,, konnte hier noch das Krista!lisat K,, 
mit 208 bis 209° erhalten werden. 

Dieses Verhalten bei der Fraktionierung macht also die erste Annahme, 
da8 im Kristallisat von -+ 211° eine einheitliche Substanz vorliegt, un- 
wahrscheinlich. Auch lassen sich diese Erscheinungen kaum mit der zweiten 
Auffassung, dem Vorhandensein von nur zwei Substanzen, in Einklang 
bringen; unter der Annahme einer gegenseitigen Léslichkeit von zwei 
Substanzen im festen Zustande (Mischkristalle) ware eine Zerlegung in die 
beiden (angenommenen) Komponenten 254 und 211° wohl méglich gewesen, 
dann diirfte jedoch aus der Mutterlauge keine Substanz mit héherem 
Schmelzpunkt auskristallisieren; das gleiche gilt auch fiir die Annahme, 
daB in 211° eine eutektische Mischung zweier Substanzen vorliegt. Es 
bleibt also zunéchst die dritte Auffassung, daB wir es mit einem Gemisch 
von mehr als zwei Komponenten zu tun haben, am meisten wahrscheinlich. 





in 
pe 
be 


Sa 


sc] 
Be 
ne 
All 
dir 
Cit 


(I. 

ein 
erk 
be 
Re 
Vol 
che 
Fa 
gef 


Bu 
rel 
in ‘ 
Los 
der 
Ore 
Ho 
Pre 


vol 


bei 








Identitat des Brunsthormons (Menformon) usw. 261 


Welcher Art ist nun diese andere vermutlich zusammengesetzte Kom- 
ponente, die auBer dem Menformon in unserem Kristallisat von 211° noch 
vorhanden ist? Wir bringen in Erinnerung, daf diese Fraktion eine Wirk- 
samkeit von etwa zwei Drittel von der des reinen Hormons hatte. Es kénnte 
also eine Mischung vorliegen, die aus zwei Drittel Menformon und ein Drittel 
einer inaktiven Substanz besteht. Auch hier suchten wir zuniéchst bei be- 
kanntem. Als solches kam das Pregnandiol mit einem Schmelzpunkt von 
235° in Frage, das auch ein steter Begleiter des Menformons im Frauenharn ist. 

Einen Hinweis dafiir, daB Pregnandiol die oder eine Begleitsubstanz 
im niedrigschmelzenden Kristallisat ist, erhielten wir, als wir den Schmelz 
punkt eines Gemisches von 2 Teilen Menformon mit 1 Teil Pregnandiol 
bei etwa 215° fanden. Dieser Méglichkeit stehen jedoch die folgenden Tat- 
sachen entgegen: 

1. Aus dem Pferdeharn konnten wir bisher das Pregnandiol nicht 
isolieren. 

2. Die Rohkristallisate und die Fraktionen mit niedrigem Schmelz- 
punkt sind in Aceton leicht léslich. 

3. Bei der gleichen Darstellungsmethode vom Hormon aus Frauenharn 
wurde das Auftreten niedrigschmelzender Fraktionen niemals beobachtet. 

4. Auch wenn das Rohkristallisat in Ather gelést und, wie oben be- 
schrieben, mit Alkali behandelt und hieraus wieder durch Auskochen mit 
Benzol die Kristalle gewonnen wurden (bei dieser Behandlung verbleiben 
neutrale Stoffe wie Pregnandiol im Ather), lieB sich das Kristallisat aus dera 
Alkali gleichfalls wieder im oben beschriebenen Sinne fraktionieren. Aller- 
dings schmolz die niedrigst schmelzende Fraktion, die sich aus technischem 
Grunde hierbei isolieren lieB., bei 228 bis 230°. 

5. In unserer friiheren Abhandlung iiber das kristallisierte Hormon 
(J. ec.) wurde iiber eine Farbreaktion mit SbCl; in Chloroform berichtet, die 
einen charakteristischen Unterschied zwischen Menformon und Pregnandiol 
erkennen laBt; wahrend bei Menformon nur eine schwache Triibung auftritt, 
bewirken Spuren von Pregnandiol eine dunkelrotbraune Farbung des 
Reagens. (Auch Sterine geben Farbungen von anderer Nuance.) Keine 
von den niedrigschmelzenden Fraktionen zeigte nun die fiir das Pregnandio] 
charakteristische Rotbraunfarbung, sondern alle gaben mit SbCl, eine 
Fallung, und die Lésungen waren (nach Klarung) in der Durchsicht olivgriin 
gefarbt. 

6. Im Gegensatz zu Wieland, Straub und Dorfmiiller’, Marrian® und 
Butenandt (l.c.) und in Ubereinstimmung mit Marrian* gaben unsere 
reinsten Hormonkristalle mit konzentrierter H,SO, (mit oder ohne CHCl.) 
in der Kalte oder bei schwachem Erwarmen eine reingriine, fluoreszierende 
Lésung, also ohne Gelbfairbung. Dieselbe Reaktion erhielten wir auch mit 
den niedrigschmelzenden Fraktionen. Hingegen bewirkt Pregnandiol eine 
Orangefarbung der H,SO,. Diese Faérbung ist so viel intensiver als die des 
Hormons, da®B bei kiinstlicher Vermengung des reinen Hormons mit wenig 
Pregnandiol die Reaktion auf das Hormon von der des Pregnandiols fast 
vollig verdeckt wird. 

Auf Grund dieser sechs Tatsachen kann die Mitwirkung von Pregnandiol 
beim Aufbau der untersuchten Fraktionen ausgeschlossen werden. 


’ Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 97, 1929. 
* Biochem. Journ. 24, 435, 1930. 


3 1.c. S. 1021. 
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Welcher Art diirften nun wohl die Substanzen sein, die die niedrig- 
schmelzenden Kristallisate bilden’ Hierauf kénnen wir vorlaiufig noch 
keine positive Antwort geben; wir miissen uns auf Vermutungen beschraénken. 

Auf Grund der oben unter 3. und 4. erwéhnten Tatsachen kénnen wir 
nicht nur das Pregnandiol ausschlieBen, sondern auch alle anderen neutralen 
Korper, die im tibrigen dieselben Léslichkeitsverhéltnisse wie das Hormon 
besitzen. Die Substanzen mit einer héheren Aziditét als Kohlensiure 
wurden durch die im ReinigungsprozeB wiederholt vorgenommene Waschung 
der Benzol- bzw. Atherlésungen des Rohhormons mit Na,CO, entfernt. 
Aber auch die mit noch schwécherer Aziditét, die jedoch aus starkem 
Alkali noch nicht mit Benzol extrahierbar sind, wie der Brunststoff von 
Marrian (C,gH»,0;), Kommen nicht in Frage. Es muB sich also um Sub- 
stanzen handeln, die einen &hnlichen Séurecharakter besitzen wie das 
Hormon. 

Die groBe Ahnlichkeit dieser Substanzen in ihrem Saurecharakter 
und ihren Léslichkeitsverhaltnissen in den verschiedenen Zweiphasen- 
systemen mit dem Menformon sowie ihre oben erwaihnte starke Ad- 
harenz an das kristallisierte Hormon, Tatsachen, die zweifellos auf eine 
grobe chemische Verwandtschaft mit dem Hormon hinweisen, lassen es 
nicht ausgeschlossen erscheinen, daB diesen Substanzen selbst auch 
hormonale Wirkung zukommt. 


Zusammenfassung; 

Der brunstgebende Stoff im Harn schwangerer Pferde, der, wie 
Zondek gezeigt hat, erst nach Hydrolyse des Harns lipoidléslich wird, 
besitzt auch die sonstigen biologischen Eigenschaften des Brunststoffes 
aus anderem Material. Im besonderen konnte diese Identitat der 
Kristalle, dargestellt aus dem Harn von schwangeren Frauen und dem 
trachtiger Pferde, nachgewiesen werden: 

A. Biologisch: 1. im Brunsteffekt (gleiche Substanzmengen pro 
Einheit, gleiche Konzentrationswirkungskurve), 2. Wachstum des 
unentwickelten Uterus, 3. Entwicklung der miannlichen Mamma, 
4. anti-maskuline Wirkung. 

B. Physikalisch: 1. Léslichkeit, 2. Schmelzpunkt, 3. optische 
Drehung, 4. Sublimation (Hochvakuumdestillation), 5. Kristallform 
und Absorptionsspektrum (s. folgende Abhandlungen). 

C. Chemisch: 1. Bruttozusammensetzung, 2. Derivate. 

Im Anhang wird die Darstellung der Kristalle aus Pferdeharn 
naher beschrieben und Beobachtungen an Fraktionen mit niedrigerem 
Schmelzpunkt wiedergegeben. 
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Uber Kristallformen des Brunsthormons (Menformon). 
Ein Beitrag zur [dentititsfrage des Brunsthormons aus Pferde- 
und Frauenharn. 


Von 
W. Nieuwenkamp und 8. Kober. 


(Aus dem kristallographisch-mineralogischen und pharmaco-therapeutischen 
Laboratorium der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1931.) 


Die in der vorangehenden Abhandlung naher beschriebenen Sub- 
stanzen aus Fraven- bzw. Pferdeharn sind, soweit dies durch mikro- 
kristallographische Methoden festgestellt werden konnte, identisch!. 
Bei beiden wurde erhalten: 

a) Durch Verdampfung einer alkoholischen Lésung: Formen, die 
vollkkommen mit den von C.S. Slawson® als Theelin beschriebenen 
iibereinstimmen. 

Als Winkel zwischen den Kanten wurde gemessen 112 und 132°. 
ny bildet mit der c-Richtung einen Winkel von 12°. 

Am Achsenbilde laBt sich ersehen, daB ny senkrecht auf dem 
Plattchen steht. Aus dem Gangunterschied wurde die Doppelbrechung 
bei roher Messung der Plattchendicke zu 0.10 in guter Uberein- 
stimmung mit der Bestimmung von Slawson gefunden. 

Es sei noch mitgeteilt, daB, wenn auch ziemlich selten, Zwillinge 
auftreten: Zwillings- zugleich Verwachsungsflaiche (100). 

b) Durch Verdampfung ihrer Lésung in Chloroform: Plittchen 
von regelmaBiger Sechseckform, die bei konoskopischer Betrachtung 
den stumpfen Achsenwinkel um n y zeigen; nf ist parallel, n « senk- 
recht zu einem Kantenpaar. Diese Plittchen unterscheiden sich also 
sowohl durch die GréBe der Winkel zwischen den Kanten, die wenig 
von 120° abweichen, als auch durch die gerade Ausléschung von den 
Formen aus Alkohol. 


' Réntgenphotographische Bestimmungen der Kristalle mit Hilfe von 


Dr. Katz sind noch in Bearbeitung. 
2 Journ. of biol. Chem. S87, Nr. 2, 1930. 
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AuBer diesen Plattchen treten auch rechteckige, langliche Stabchen 
auf, vermutlich eine andere Orientierung derselben Kristallform. Sie 
zeigen gerade Ausléschung und einen scharfen Achsenwinkel um n «, 
mit » y parallel zur Langsrichtung. 

Die aus Chloroform erhaltenen Kristalle wurden nach kurzer Zeit 
undurchsichtig, was vermuten laiBt, daB man mit einer instabilen 
Modifikation zu tun hat, wobei vielleicht Chloroform im Molekiil auf- 
gonommen ist. 

Diese letzte Annahme konnte auf analytischem Wege bestitigt 
werden. Hierzu wurde das aus Chloroform langsam auskristallisierte 
Hormon, nachdem die Kristalle oberflachlich getrocknet waren und 
bereits schwach opak aussahen, in ein gewogenes Wageglischen mit 
einer geringen Menge abgewogenen Alkohols gebracht und auf diese 
Weise das Gewicht der Kristalle (aus Chloroform) ermittelt ; nach Ver- 
dampfen des Alkohols und Trocknen bei 100° wurde wieder gewogen 
und somit das Gewicht der chloroformfreien Kristalle festgestellt. 
Hierbei ergab sich ein Gewichtsverlust von: 

28,8 bzw. 24,6%. 

Dieser Verlust muB ohne Zweifel dem (Kristall-)Chloroform zu- 
geschrieben werden. , 

Bei der fiir das Hormon wahrscheinlichsten Formel C, , Ho. O, enthalt 

Cy,H220, + 1 CHCI, 30,75 % 
und 
4 C,.H20, + 3CHCI, 23,6% CHCl. 

Bei dem schnellen Fortschreiten der Verwitterung konnte bei 
Ausfiihrung der Bestimmung mit niedrigeren CHCl,-Werten gerechnet 
werden. Es rechtfertigt sich daher die Annahme, daB im Kristall auf 
1 Molekiil Hormon 1 Molekiil Chloroform trifft. 


Zusammenfassung. 


1. Die Kristallformen des Brunsthormons, erhalten aus Harn von 
Pferden und von Frauen, sind identisch; sie stimmen mit den von 
Slawson untersuchten Kristallen weitgehend iiberein. 

2. Aus Chloroform kristallisiert das Hormon in einer abweichenden 
(instabilen) Kristallform, bei der héchstwahrscheinlich das Chloroform 
im Kristall molekular gebunden ist. 
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Absorptionsspektrum von Menformonkristallisaten 
verschiedener Herkunft. 


Von 


E. Dingemanse, S. Kober, E. H. Reerink und A. van Wijk. 


(Aus dem Pharmaco-Therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam und Natuurkundig Laboratorium der N. V. Philips’ Gloeilampen- 
fabrieken, Eindhoven.) 

(Eingegangen am 29. Juli 1931.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Marz 1928 untersuchten wir zum ersten Male das Absorptions- 
spektrum einer Lésung des weiblichen Sexualhormons (Menformon) 
aus dem Pharmaco-therapeutischen Laboratorium in Amsterdam 

Die damals untersuchte Lésung enthielt 140 Einh. pro Kubik- 


zentimeter (2,5 y pro Einh.). Neben einigen ausgesprochenen Absorp 
tionsbanden, bei 273 und 265 mu, die, wie sich spater zeigte, einer 
Verunreinigung zukamen, war bei 30 mm Schichtdicke eine schwache 
Absorption bei etwa 285 mu wahrnehmbar. 

Im September 1929 wurde ein im Juni tibersandtes neueres 
Priparat untersucht, das 2500 Einh. pro Kubikzentimeter (0,35 y 
pro Einh.) enthielt. Die oben angegebenen Verunreinigungsabsorptions- 
banden fehlten, wahrend bei 10 mm Schichtdicke das Absorptionsband 
bei 285 mu ausgepragt war. 

Inzwischen wurden Untersuchungen iiber das Absorptionsspektrum 
des kristallisierten Hormons von A. Butenandt und B. Skarzynski' 
ausgefiihrt. 

Nunmehr wurden zwei in dem Pharmaco-therapeutischen Labora- 
torium aus Pferdeharn und Harn von schwangeren Frauen gewonnenen 
Kristallisate P und E untersucht. In der vorangehenden Abhandlung 


1 Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon, Berlin 1931; 


Hoppe-Seyler 196, 19, 1931. 
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sind diese Priparate niher beschrieben. Zweck der Untersuchung war, 
auf Grund ihres Absorptionsspektrums im Ultraviolett die Identitat 
oder Verschiedenheit der beiden Substanzen festzustellen. Zur Wahl 
der fiir die Messung geeigneten Konzentration legten wir die am 
etwa viermal so — unreinen Hormonpraparat gefundenen Werte zu 
grunde und fanden auch tatsachlich der GréBenordnung nach dieselbe 
Absorptionsintensitaét pro Einheit. Fiir die Messung wurden von beiden 
Kristallisaten Lésungen in 96°,igem Athylalkohol hergestellt von den 
folgenden Konzentrationen: 


0,380 g bzw. 0,113 g pro Liter. 


Mit Hilfe der photographischen Methode der Intensitatsmessungen 
und der Versuchsanordnung, die friiher von zwei von uns! beschrieben 
worden ist, wurde die Absorption der Lésungen in einer Quarzkiivette 
von 9,88 mm innerer Dicke im Vergleich mit der Absorption des Lésungs- 
mittels in der gleichen Kiivette gemessen. Nach der Formel: 


—-“£=>= ; ln D, 
CC 


worin c = die angewandte Konzentration, d = die Kiivettendicke, 
D == Durchlassigkeit der mitt der Lésung gefiillten Kiivette, im Ver- 
gleich zu der mit dem Alkohol gefiillten Kiivette, bedeutet, wurde der 
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Abb. 1. 


Absorptionsindex « (in mm-~*) fiir eine groBe Anzahl von Wellenlaingen 
im Gebiet zwischen 2380 und 3325A fiir eine Konzentration von 
1 g/Liter berechnet, wobei die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes 
zugrunde gelegt wird. Fiir die Wellenlingen, bei denen die Absorption 
bei beiden untersuchten Konzentrationen bestimmt werden konnte, 
wurde eine gute Ubereinstimmung gefunden Die gefundenen Absorp- 
tionskurven fiir Menformon P und E£ sind in Abb. 1 dargestellt. 


1 Reerink u. van Wijk, Biochem. Journ. 28, 1294, 1929. 
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Die Ubereinstimmung beider Spektra ist so groB, daB sich praktisch 
kein Unterschied feststellen laBt. Nur bei den kiirzeren Wellenlingen 
wurde bei Menformon P ein etwas héherer Absorptionswert gefunden 
als bei LE; diese kleine Differenz kann jedoch mit groBer Wahrscheinlich- 
keit einer geringen, in diesem Wellengebiet absorbierenden Ver- 
unreinigung zugeschrieben werden. Unseres Erachtens besteht keinerlei 
AnlaB, um auf Grund der Spektra auf eine Verschiedenheit der beiden 
Praparate zu schlieBen, vielmehr bildet die gefundene Ubereinstimmung 
ein starkes Argument fiir ihre Identitat. Im iibrigen stimmen die von 
uns gefundenen Spektren auch der Form nach mit den von oben er- 
waihnten Verfassern gegebenen iiberein. 


— 











Zur Methodik der Untersuchung und Identifizierung 
von Fetten und Fettgemischen. 


Ill. Mitteilung: 


Erstarrungskurven von Fetten in Lésungsmitteln. 


Von 


B. Lustig, M. Nabih und K. Wirnitzer. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, 


Wien III.) 
(Eingegangen am 9. Juni 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Beobachtung! der Erstarrungspunkte von Gemischen von Fett 
und Lésungsmitteln ergibt charakteristische Erstarrungstemperaturen, 
die oft noch den Nachweis einer Verfalschung erméglichen, wo die 
iibrigen Untersuchungsmethoden versagen. So z. B. konnte Grimme? bei 
einer Kakaobutter, bei welcher fast alle Konstanten mit der einer reinen 
iibereinstimmten, durch Bestimmung des Erstarrungspunktes in Eisessig 
die Verfalschung nachweisen. Ahnlich fiihrt Marange® den Nachweis von 
Verfalschungen der Kakaobutter durch Bestimmung der Erstarrungs- 
temperaturen von Mischungen von Kakaobutter in Anilin in wechselndem 
Verhaltnis durch. Die Methode von Marange ist nach Philippot* nur 
in beschranktem MaBe fiir den Nachweis von Verfalschungen der Kakao- 
butter anwendbar. Die Untersuchung der Erstarrungstemperaturen 
von Fetten in Lésungsmitteln zeigte uns, daB der Vorgang der Er- 
starrung ahnlich dem eines reinen Fettes verlauft, und zwar erreicht, 
wie in der vorhergehenden Mitteilung angegeben, reines Fett beim Ab- 
kiihlen ein Temperaturminimum an der Stelle, an welcher die 
Verfestigung des Fettes gegeniiber der Uberschmelzung iiberwiegt. 


1 Erste und zweite Mitteilung B. Lustig u. G. Botstiber, diese Zeitschr. 


202, 81, 1928; 204, 46, 1929. 
2 Pharm. Zentr. Halle 55, 285, 1914. 
3 C.r. 177, 191, 1923. 
4 Chem. Centralbl. 1931, I, 1381. 
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An dieser Stelle beginnt ein Temperaturanstieg bis zu einem fiir jedes 
Fett charakteristischen Maximum, von welchem dann ein langsamer, 
stetiger Temperaturabfall erfolgt. Die graphische Darstellung dieses 
Vorgangs ergibt bei Einhaltung gleicher d4uBerer Bedingungen fiir jedes 
Fett charakteristische Kurven. Andererseits zeigt uns die Untersuchung 
des Erstarrungsvorgangs von Fetten plus Lésungsmitteln, daB dieser 
nur bei Vermeidung bestimmter Fehlerquellen, und zwar gleiche Vor- 
behandlung des Fettes, GefaBgréBe, konstante duBere Temperatur usw., 
gleichmaBige Kurven ergibt. Bei Nichteinhaltung dieser Bedingungen 
treten ziemlich weitgehende Differenzen auf. Unsere Untersuchungen 
gingen nun dahin, einerseits die giimstigsten auBeren Bedingungen 
fiir die Bestimmung zu finden, andererseits an Stelle der Erstarrungs- 
temperatur allein den ganzen Erstarrungsvorgang zu bestimmen und 
graphisch darzustellen. Denn die Méglichkeiten der Charakterisierung 
eines Fettes mit Hilfe der Bestimmung des Erstarrungsvorgangs in 
einem Lésungsmittel sind sehr groBe, da man sowohl das Lésungsmittel 
wie auch seine Mengen innerhalb weiter Grenzen variieren kann. 


Bei Beobachtung der durch verschiedene Umsténde bedingten Be- 
stimmungsfehler ergab sich zum SchluB folgende Versuchsanordnung: 
In einer diinnwandigen Eprouvette von 45mm ‘Jurchmesser und 150 mm 
Lange wurde mit Hilfe eines Korkringes eine Eprouvette von 25 mm Durch- 
messer und 150mm Lénge so befestigt, daB der Wandabstand iiberall 
gleich war. Die ganze Apparatur befand sich in einem Glasgefa8, in welchem 
eine Ejis-Wassermischung vorhanden war, um eine konstante AuBen- 
temperatur zu erreichen. In die innere Eprouvette wurden 5 g des zu unter- 
suchenden Fettes plus 5cem Lésungsmittel zusammengeschmolzen. Das 
Gemisch wurde dreimal hintereinander zusammengeschmolzen und im 


Eiswasser erstarren gelassen. Nach dem dritten Erstarren wurde das 
Gemisch 6 bis 24 Stunden im Eiskasten aufbewahrt und dann nach kurzem 
Schmelzen in der weiteren Eprouvette befestigt. Ein in '/,9° geteiltes 


Thermometer wurde in die Mitte der geschmolzenen Lésung eingetaucht. 
Durch die Doppelwand war eine gleichmaéBige Abkiihlung gewéhrleistet. 
Es wurden dann Temperaturablesungen von 5 zu 5 Minuten durchgeftihrt 
bis zur ersten Triibung am Boden der Eprouvette. Von dieser ersten Triibung 
angefangen, wurde auch die genaue Zeit und Temperatur des Minimums 
und Maximums — festgestellt. Nach Erreichen des Temperaturmaximums 
geschah die Ablesung wieder von 5 zu 5 Minuten. Verschieden weite 
Eprouvetten verursachen Verénderungen der Erstarrungskurven. Ebenso, 
wie wir an Stelle des Eiswassergemisches Wasser von 10° verwendeten. Das 
dreifache Schmelzen und Erstarrenlassen der Mischung erwies sich als 
notwendig, da wir bei nach einmaligem Schmelzen ausgefiihrten Be- 
stimmungen, je nach der Temperatur des friiheren Lagerortes des Fettes 
(Eiskasten, Zimmer), oder nach mehrmaligem vorherigen Umschmelzen 
des Fettes allein, abweichende Kurven erhielten. Die unter gleichen Be- 
dingungen mit gleichem Fett und Lésungsmittel ausgefiihrten Bestimmungen 
ergaben vollkommen gleichartige Resultate. Die Temperaturdifferenzen 
zwischen den gleichen Bestimmungen waren maximal 0,3°. Drei garantiert 
reine Kakaobuttern verschiedener Herkunft ergaben in gleichen Lésungs- 





a 
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mitteln gleiche Kurven. Untersucht wurden: Kakaobutter, Kakaoschalen- 
butter, Palmkernfett, reines raffiniertes Kokosfett sowie Gemische der 
Fette untereinander. Als Lésungsmittel wurden verwendet: Butylalkohol, 
Benzol, Tetralin, Anilin, Propionséure, Eisessig (wasserhaltig). Alle Versuche 
wurden drei- bis fiinfmal durchgefiihrt. Als Beispiele bringen wir die Er- 
starrungskurven von Kakaobutter (Tabelle 1), Kokosfett (Tabelle I1), 
Palmkernfett (Tabelle III) in Butylalkohol, sowie die Erstarrungskurven 
von Kakaobutter -Palmkernfettgemischen in Butylalkohol, und zwar 
Gemische im Verhaltnis | : 1 (Tabelle FV), 1 K: 4 P (Tabelle V), und 4 K:1P 
(Tabelle VI). In der Spalte a) der Tabellen sind die Ablesungszeiten in 
Minuten von 0 Minuten beginnend, in der Spalte b) die abgelesenen Tem- 
peraturen, in der Spalte c) die Temperaturdifferenzen von 5: 5 Minuten 
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Abb. 1 (zu den Tabellen I bis V1). 


in 1/,9°. Die Temperaturen zwischen Minimum und Maximum sind mit 
einem Pluszeichen gekennzeichnet. Die graphische Darstellung der Ta- 
bellen I bis VI ist in der Abb. 1 vereinigt. Diese Versuche zeigen uns die 
zwischen verschiedenen Fetten auftretenden Unterschiede im Erstarrungs- 
verlauf in Gemischen mit Lésungsmitteln, die fiir diese Fette charakteristisch 
sind. Fettgemische mit Lésungsmitteln auf die gleiche Weise behandelt, 
ergeben Kurvenformen, die zwischen denen der urspriinglichen Fette liegen, 
wobei aber die Temperaturmaxima und -minima nach unten verschoben 
sind. Ebenso liegen die Zeit- und Temperaturdifferenzen zwischen Minimum 
und Maximum zwischen denen der beiden urspriinglichen Fette. 

Uber das Verhalten eines gleichen Fettes in verschiedenen Lésungs- 
mitteln unterrichten uns die Tabellen VII bis XI. Es sind dies die 
Erstarrungskurven der Kakaobutter in Benzol (Tabelle VII), Propion- 
saure (Tabelle VIII), Tetralin (Tabelle IX), Anilin (Tabelle X), Eis- 
essig (wasserhaltig) (Tabelle X1). Die graphische Darstellung der 
Tabellen VII bis XI ist in der Abb. 2 vereinigt. Diese Versuche 
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zeigen uns die bel verschiedenen L6ésungsmitteln mit gleichem Fett 
und unter gleichen Umstéaénden auftretenden Differenzen im Erstar 
rungsverlauf, die fiir jedes Fett charakteristisch sind. 

Es wurden auch eine Reihe Ver- 
suche mit wechselnden Mengen Fett 
und L6ésungsmittel, sowie bei ver- 





schiedenen Temperaturen des Kihl- 


wassers unternommen. Besonders 
wurde das Verhalten von Kakaobutter 
in Propionsdure geprift. Uber die 


Ergebnisse dieser Untersuchungen 
unterrichten uns die in der Tabelle XI 
wiedergegebenen Resultate tiber Ka- 
kaobutter-Propionséuregemische. Es 
sind in der Tabelle XII neben den 
Mengen der Kakaobutter und Pro- 
pionsiure die Temperaturmaxima 
und -minima, die Temperatur- und 
Zeitdifferenz, sowie die Temperatur 
des Kiihlwassers fiir jeden Versuch 
angegeben. 

Die Erniedrigung der Tempe- 
ratur des Kiihlwassers bewirkt eine 
Erniedrigung der Temperatur der 
Maxima und Minima sowie eine Ver- 
ringerung der bifferenz. Vermel.rung 
des Fettes gegentiber dem Lésungs- 
mittel bewirkt eine Erhéhung, Ver- 
minderung eine Erniedrigung der 
Temperaturdifferenz zwischen Mini- 
mum und Maximum. Ahnlich wird 
auch die VergréBerung oder Ver- 
ringerung der absoluten Mengen 
von Kakaobutter - Propionsaéurege- 
mischen im Verhaltnis 1: 1. Abb. 2 (zu den Tabellen VII bis XD. 


Tabelle I. 
Kakaobutter in Butylalkohol. 





a b Cc 
0’ 31,5° 
5 23,0 = | 
10 17,5 — 5d 
13 15.6 —19+16 
15 17,2 + 26 
20 19,8 
25 19,5 3 
30 18,4 —i11 


Tiefste Temperatur: 15,6° 
Héchste Temperatur: 19,8° 


Temperaturdifferenz: 4,2° (Zeit 7 Minuten). 








I 
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Tabelle II. 


Reines raffiniertes Kokosfett in Butylalkohol. 





0’ 


5 
10 
12 
15 
16 

20 

25 


Tiefste Temperatur: 


b c 
36,8° 
26,4 — 104 
19,8 66 
14.0 
15,1 58+ 11 
15.2 
14,7 1— 5 
13,6 — il 
14,0° 


Hoéchste Temperatur: 15,2° 


Temperaturdifferenz: 1,2° (Zeit 4 Minuten). 


Tabelle III. 


Reines raffiniertes Palmkernfett in Butylalkohol. 





’ 


0 
10 
15 
17 
20 


25 


Tiefste Temperatur : 


35,2° 


25,5 — 97 

16,8 — 87 

158 — 10 

17,4 

16,8 + 16—6 

14.6 — 22 
15,8° 


Hoéchste Temperatur: 17,4° 


Temperaturdifferenz: 1,6° (Zeit 2 Minuten). 


Tabelle IV. 


Kakaobutter-Palmkernfett 1: 1 in Butylalkohol. 





{ 


nS or 


1 

15 
18 
2n 
23 
25 
30 
35 


Tiefste Temperatur : 


b c 
33,4° 
24,1 — 93 
18.4 57 
14,7 — 37 
13,6 
13,8 —11+2 
142 
14,2 + 4 
13,8 — 4 
12,7 -11 
13,6° 


Héchste Temperatur: 14,2° 


Temperaturdifferenz: 0,6° (Zeit 5 Minuten). 











Untersuchung und Identifizierung von Fetten. LIT. 


Tabe lle V. 
| Kakaobutter : 4 Palmkernfett in Butylalkohol. 





a b 
(y’ 26.4° 
5 20.0 64 
10 14,1 59 
14 12,0 
15 12,3 21+3 
19 13.9 
20 13,9 + 16 
25 12,3 11 
30 11,7 11 
Tiefste Temperatur:  12,0° 
Hochste Temperatur : 13.9° 
Temperaturdifferenz : 1,99 (Zeit 5 Minuten). 


Tabelle VI. 


4 Kakaobutter: | Palmkernfett in Butylalkohol. 





a b 

0’ 30,3 ° 

5 21,8 85 
10 17.5 43 
15 12,8 47 
17 11,7 
20 14.3 — 11+ 26 
23 15.6 
25 15,6 + 13 
30 15,4 2 
35 15,0 — 4 
40 14,3 7 

Tiefste Temperatur: 11,7° 


Héchste Temperatur: 15,6° 
Temperaturdifferenz: 3,9° (Zeit 6 Minuten). 
Tabelle VII. 


Kakaobutter in Benzol. 





a b c 

0’ 28.10 

5 20,0 80) 
10 14,0 — §0 
15 10,0 49 
20 7,2 28 
25 56 16 
30 6.5 y 
35 6.3 2 
40 5.9 4 

Tiefste Temperatur: 5,6° 


Héchste Temperatur: 6,5° 


Temperaturdifferenz: 0,9° (Zeit 5 Minuten). 
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Tabelle VIII. WKakaobutter in Propionséure. 








b 


a c 

0’ 31,5° 

5 22.8 — 87 
10 16,8 60 
15 13.5 — 23 
20 15,4 19 
23 16.0 
25 15,9 61 
30 15,1 — § 
35 13,8 13 
40 12.8 10 

Tiefste Temperatur: 13,5° 


Héchste Temperatur: 16,0° 





Temperaturdifferenz : 


Tabelle IX. 


2,5° (Zeit 8 Minuten). 


Kakaobutter in Tetralin. 





a b Cc 
0’ 85,5° 

5 | 18,7 — 168 
10 14,1 — 46 
15 10.5 36 
20 £4 3 
25 9,7 + 13 
28 10.3 +6—1 
30 10,2 
35 98 + 

Tiefste Temperatur: 8,4° 


Hoéchste Temperatur: 10,3° 


Temperaturdifferenz : 


Tabelle X. 


1,9° (Zeit 8 Minuten). 


Kakaobutter in Anilin. 





a b ¢ 
0 33,5° 
5 24,6 99 
10 18,8 — 58 
15 15,2 — 36 
20 11,8 — 34 
25 9,5 — 23 
29 8,5 
30 8,6 10+ 1 
35 9,8 + 12 
40 10,7 - § 
43 10,8 
45 10,8 + 1 
50 10,5 — 3 
55 10,0 — § 
Tiefste Temperatur: —8,5° 
Héchste Temperatur: 10,8° 


Temperaturdifferenz : 


2,3° (Zeit 14 Minuten). 
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Untersuchung und 


Tabelle XI. 






Identifizierung von Fetten. 


Kakaobutter in Ejisessig (wasserhaltig). 





20) 
25 
27 
30 
35 
40 
45 
50 


Tiefste Temperatur : 
Héchste Temperatur: 17.3° 


Temperaturdifferenz : 


34,1° 
27,8 
21,6 
16,6 
13,7 
11,4 
10.9 
11,4 
16,0 
7,3 
16,9 
15,9 


10, 9° 


6,4° (Zeit 


Tabelle XII. 


13 Minuten). 


Kakaobutter in Propionséure bei wechselnden Verhiiltnissen. 





Menge der 
Kakaobutter 


£ 


COrororcr 


St St LO fo DO DO bO 


5.0 
5.0 
10.0 
10.0 


Zusammenfassend glauben wir darauf hinweisen zu konnen, daB 
bei Vermeidung bestimmter Fehlerquellen es gelingt, durch Bestimmung 
des Erstarrungsvorgangs von Lésungsmittel-Fettgemischen neue Kon- 
stanten fiir den Nachweis der Fettreinheit sowie seiner Verfalschungen 


zu gewinnen. 


Menge der 
Propion-E. 


cem 


O DO LO lO 
orororor 


DP Oromo e 


Temperatur 


des 


Kiihlwassers 


oC 


Zusammenfassung, 


obo to Sim 


rm teh fh peek heh fh fe fh fh ht 


Wwe whos 


Minimum Maximum 


oe 


~~ 


~~) 


15.0 
15,1 
16.0 
16.5 
17.3 
16.4 
16.8 
17,5 


Differenz 


© ° -- 
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Der Fermentgehalt in den Baumpflanzen 
wihrend der Winterruhe. 


Von 
S. Manskaja und M. Schilina. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenphysiologie des Krimschen Wissen- 
schaftlichen Untersuchungs-Instituts in Simferopol.) 


(Eingegangen am 16, Juni 1931.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Gegenwartig gibt,es eine Reihe von Arbeiten, die den Bestand 
der Fermente in Samen charakterisieren. Die Arbeiten von A. Bach 
und A. Oparin, wie die von Oparin und seinen Mitarbeitern (1) geben 
ein vollstandiges Bild von der Tatigkeitsentwicklung der Fermente 
beim Keimen des Samens und deren Wirkung wahrend des Reifens 
und auch die Berechnung der Wirksamkeit dieser Fermente in dem 
ruhenden Samen. 

N. Iwanow und Lischkewicz (2) definieren die Wirksamkeit der Fer- 
mente, insbesondere der Katalase, als stark ausgesprochene Reaktionen 
auf den Reifegrad des Samens, der vom geographischen Faktor ab- 
hingt. Inden Arbeiten von J. Prokopenko (3) und J. Pronin (4) werden 
Angaben iiber die Fermente gegeben, die als Kennzeichen der friih- und 
spaitreifen Weizen- und Hafersorten definiert werden. Aber bis jetzt 
gibt es noch sehr wenig Arbeiten, die die Frage nach dem Ferment- 
gehalt in den Baumarten wahrend der Winterruhe und des Er- 
wachens im Friihling behandeln. 


Czapek (5) fiihrt eine geringe Literatur an, die auf die Rolle der Fer- 


mente bei der Umwandlung der Kohlenhydrate in der Holzfaser der Rinde’ 


und den Knospen der Baume wiahrend der Ruhezeit hinweist. W. Palladin 
und EF. Popowa (6) deuten auf die Méglichkeit hin, daB bei Versuchen, bei 
denen der winterliche Ruhestand der Pflanzen unterbrochen wird, sich 
Fermente bilden oder in aktiven Zustand iibergehen. Jost (7) spricht von 
der notwendigen Entwicklung von Diastase in den Pflanzen wa&hrend der 
Friihjahrsmobilisation der Starke. 
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Eingehender ausgearbeitet ist die Untersuchung von V. Butke- 
witsch (8), der die Anwesenheit von Diastase in Rinde und Holzfaser 
durch Verzuckerung der Starke in getrocknetem und frischem zer- 
kleinerten Material beweist. Die Baumzweige wurden dazu im Marz 
und April gesammelt, zur Zeit der Frithjahrsauflésung der Starke. 
W otszal (9), der mit Frithlingssaft experimentierte, stellt Amylase und 
Oxydase in unbestandigen Quantitaten fest. Die Quantitiét ist gering 
beim ersten Friihjahrserwachen, wachst aber allmahlich beim An- 
wachsen der Stoffwechselenergie. Bei den Oxydasen steht dieses An- 
wachsen in strengem Zusammenhang mit dem Erwachen der Knospen. 
Die Anwesenheit von Katalase wurde aus der Entwicklung von Gas- 
blaschen bei Hinzufiigung von H,O, erschlossen. Amylase wurde 
(durch Jodreaktion auf Starke) sogar in einer Probe festgestellt, 
die vom Dezember datierte. W. Palladin und S. Manskaja (10) kon- 
statierten Peroxydase durch eine Reaktion mit Guajakharz in det 
Holzfaser der Hagebutte und Pappel. 


Vor verhaltnismaBig kurzer Zeit hat F. Weber (11) das Gesetz von 
Lakson (1917) gepriift, nach welchem eine gewisse Widerstandsfahigkeit der 
ruhenden Organe eine Folge ihrer Uberfiillung mit organischen Stoffen 
sein soll, welche die Fermente inaktiv macht. Weber erkennt eine solche 
Abhangigkeit nicht an, sondern teilt die Meinung Applemans (1914), der 
darauf pinweist, daB in jedem Stadium des Ruhestandes aktive Diastase 
und Invertase festgestellt ist. Appleman experimentierte mit Kartoffeln. 
Die tatsachliche Stoffumwandlung in verschiedenen Stadien des Ruhe- 
standes ist von vielen Forschern beobachtet worden [ Fischer, Niklewsky, 
Lidforss (12)}. 


A. Pojarkowa (13) stellt einen engen Zusammenhang zwischen det 
Stirkeumwandlung und der Tiefe des winterlichen Ruhestandes, wie 
auch der Kaltebestandigkeit der Baumpflanzen fest. Mazximow (14) 
rechnet den Grad der Staérkeumwandlung und die Konzentration des 
sich ansammelnden Zuckers zu den wichtigsten Faktoren der Kilte- 
bestaindigkeit. S. Manskaja und E. Popowa (15) haben bei ihren mikro- 
chemischen Untersuchungen des Grades der Stoffumwandlung in der 
Rinde, der Holzfaser und den Knospen wihrend des Winterruhe- 
standes in der Krim ebenfalls den Zusammenhang zwischen Stoff- 
umwandlung und Kaltebestandigkeit konstatiert. 


Sehr wichtig ist die Untersuchung der Beteiligung der Ferment: 
an der Stoffumwandlung in den einzelnen Stadien des Ruhestandes 
und die Feststellung des Zusammenhangs zwischen der Kaltebestandig- 
keit und der Aktivitat der Fermente. Unsere Untersuchungen wurden 
vorgenommen: 


1. um den Aktivitétsgrad der Fermente in den Baumpflanzen in 


verschiedenen Stadien des Ruhestandes in der Krim festzustellen. 
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2. um die Verteilung und die relative Aktivitat der Fermente in 
Holzfasern, Rinde und Knospen zu priifen?. 

Wir wahlten dazu folgende Biume: die Diirrlitze (Cornus mas L.), 
die Vogelkirsche (Prunus avium L.) und den gemeinen Flieder (Syrinya 
vulgaris L.); von diesen dreien beschlieBt die Diirrlitze als erste ihren 
Ruhestand, die Vogelkirsche und der Flieder erst spater. 

Von jeder dieser Arten wurden drei nebeneinander stehende und gleich 
von der Sonne beschienene Baume derselben Gartenart (Nr. 1, 2 und 3) 
gewahlit. Das Material wurde von einer Parzelle der Obstpflanzen- Versuchs- 
station Ssalgir (bei Simferopol) genommen. Gesammelt wurde es in der 
Zeit vom 7. Oktober 1927 bis zum 22. Mai 1928 zweimal monatlich (von 
Januar ab einmal monatlich) um 9 Uhr morgens. Dieses Material 
immer von einem einjéhrigen Zweig genommen wurde nach Gewicht in 
gleiche Portionen geteilt, wobei in jeder Portion sorgfaltig Rinde, Holz- 
faser und Knospen geschieden wurden. Alle diese Teile wurden fein zer- 
kleinert, bei 45° gedérrt, sodann im Exsikkator gelassen, auf einer Miihle 
zermahlen, durch ein Sieb von 0,25 mm gesiebt. Mit diesem derartig be- 
arbeiteten Material wurden Untersuchungen auf Amylase- und Katalase- 
gehalt unternommen. Die Amylase wurde nach der Methode Bachs und 
Oparins bestimmt, es wurden aber je 0,5 g abgewogen. Zur Kontrollportion 
wurden 25cem destillierten Wassers zugegossen, sodann im Verlauf von 
5 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt, um das Ferment inaktiv zu machen. 
Zur Versuchsportion wurden 25ccem Starkekleister hinzugesetzt (0,4 g 


4) lésliche Starke auf 25 ccm Wasser). Zu allen Portionen wurden je 3 ccm 
Toluol hinzugesetzt. Alle Portionen wurden 20 Stunden lang bei einer 
Temperatur von 30° gehalten. Der Zuckergehalt wurde nach Bertrand 
bestimmt. Die Reduktionsfahigkeit des Stiarkekleisters wurde bei den 


folgenden Versuchen berechnet. 

Bei Untersuchung der Diirrlitzenrinde und -knospen wurde zu allen 
Portionen Pepton hinzugesetzt, um sie, laut Anweisung von Oparin und 
Kurssanow (16) von den Gerbstoffen zu befreien. Jede Portion erhielt 
10cem 2°,iger Peptonlésung, wobei die Gesamtmenge der Fliissigkeit 
25 ecem blieb. Bei Untersuchung der Diirrlitzenholzfasern, sowie des Bastes, 
der Holzfasern und der Knospen des Flieders und der Vogelkirsche wurde 
kein Pepton hinzugefiigt, da die Kontrollversuche zeigten, daB in diesem 
Falle das Zugeben von Pepton den Fermentgehalt nicht erhdhte. 

Die Katalase wurde nur in der Diirrlitze (Cornus mas L.) untersucht, 
und zwar in der Holzfaser, dem Bast und den Knospen. Das Material wurde 
ebenso vorbereitet wie fiir die Amylase. Die Katalase wurde nach Bachs 
und Oparins Methode bestimmt. In kleine Erlenmeyerkolben wurden je 
0.5g Trockenmaterial geschiittet, darauf 25 ccm destillierten Wassers 


zugegossen, endlich 0,5 g¢ CaCO, und 10 cem 2°, igen Peptons zugegeben ; 
die Mischung blieb 4 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen. Zu 


gleicher Zeit wurde eine Kontrollprobe mit inaktiviertem Ferment an- 
gestellt (inaktiviert wurde durch 5 Minuten langes Erhitzen auf dem Wasser- 
bad); das Filtrat wurde mit n/10 Permanganat titriert. 


1 Bei dieser Gelegenheit erlaube ich mir. dem Akademiker Herrn 
A.N. Bach meinen herzlichsten Dank auszusprechen fiir die mir gewaéhrte 
Moglichkeit, einen Teil meiner Arbeit im Chemischen ,,Karpow*‘-Institut 
auszufiihren, ebenso Professor A. J. Oparin fiir seine Anweisungen. 
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Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Tabellen I bis 1V zu- 
sammengefaBt, in denen der Gehalt an Amylase und Katalase durch 
die Anzahl Kubikzentimeter von n 10 Permanganat angegeben ist, die 
beim Titrieren je eines Grammes trockenen Stoffes verbraucht werden. 
Diese Zahlen ergeben die Durchschnittszahl der Berechnungen fiir 
die drei Baumnummern der in Betracht kommenden Arten. In den 
Tabellen ist das Datum jeder einzelnen Lese und die Durchschnitts- 
temperatur des betreffenden Monats (nach den Angaben der Meteoro- 
logischen Station des ,,Krimpedinstituts’') angegeben. 


Wie Tabelle I zeigt, ist in der Holzfaser aller untersuchten Pflanzen- 
arten Amylase festgestellt, dabei in den verschiedenen Arten in 
verschiedener Quantitat, welche auch fiir ein und dieselbe Art in ver- 
schiedenen Monaten schwankt. Die Ruhestandsperiode berechnen wir 
fiir alle untersuchten Pflanzen vom Laubfall, also von Mitte November 
an, bis zum Friihjahrsbeginn Mitte April (fiir die Diirrlitze Anfang 
April). Die Aktivitaét der Amylase in der Holzfaser der Diirrlitze 
schwankt wenig wihrend des Ruhestandes; sie nimmt unbedeutend zu 
wahrend der kalten Monate (Januar und Februar) und nimmt im Friibling 
wieder ab. In der Holzfaser des Flieders ist der Gesamtgehalt an 
Amylase bedeutend gréBer als bei den tibrigen Pflanzen. Eine merk- 
liche Zunahme des Amylasegehalts beginnt in der kalten Zeit 
Januar und Februar und halt bis zum Friihling an. In der Holz- 
faser der Diirrlitze beginnt ein merkliches Zunehmen der Amylase 
schon im Dezember; im April fallt der Fermentgehalt schroff. 

In der Fliederrinde wie auch in dessen Holzfaser ist der Gesamt- 
gehalt an Amylase gréBer als bei den anderen Arten. Bei allen unter- 
suchten Pflanzen fallt der Amylasegehalt am Anfang der kalten Jahres- 
zeit (im Dezember), dann steigt er bei der Diirrlitze wieder im Marz 
und beginnt Ende April (gegen Ende der Bliitezeit) wieder zu fallen; 
beim Flieder ist dieses Steigen auf Marz und April verschoben, das 
Fallen auf den Mai; bei der Vogelkirsche steigt der Gehalt im Marz 
und fallt Ende April. Im Bast aller untersuchten Arten sehen wir eine 
allgemeine Aktivitétsverminderung der Amylase in den_ kiltesten 
Monaten (Januar, Februar), eine Erhéhung derselben wahrend des 
Friihlingserwachens, wonach sie wieder fiallt. 


In den Knospen aller untersuchten Pflanzen tritt die Abnahme 
des Amylasegehalts Ende Dezember besonders scharf auf, dann 
folgt Zunahme im Januar und Februar und das zweite Maximum 
waihrend der Frihlingsmobilisation, fiir die Diirrlitze im Marz, fiir 
Flieder und Vogelkirsche im April. Der gesamte Fermentgehalt ist 
am gréBten im Flieder, kleiner in der Diirrlitze, bedeutend kleiner in 
der Vogelkirsche. Interessant ist die ginzliche Unterbrechung der 
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Fermenttatigkeit in der Vogelkirschenrinde im Oktober und November. 
Alle beschriebenen Schwankungen des Fermentgehalts sind anschaulich 
durch Kurven dargestellt (Abb. 1, 2 und 3). Diese Abbildungen 
zeigen, da die Richtung der Kurven im ganzen fiir alle untersuchten 
Arten gleich ist, besonders fiir die Knospen und den Bast. 
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Abb 1. 
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Abb, 2. 


In allen untersuchten Arten wurde in der Rinde, in der Holzfaser 
und in den Knospen aktive Amylase festgestellt. Die Aktivitat de1 
Amylase ist in den verschiedenen Stadien der Winterruhe und des 
Frithlingserwachens nicht gleich. In der Holzfaser (Abb. 1) nimmt die 
Aktivitaét der Amylase im Dezember zu, sodann steigt sie unbedeutend 
waihrend des Friihjahrserwachens und fallt dann wieder. In der Holz- 
faser der Diirrlitze haben wir schwache Verainderungen im Laufe des 
ganzen Winters und Frihjahrs. 

In der Rinde (Abb. 2) sehen wir ein Steigen der Aktivitaét der 
Amylase im Anfang der Winterruhe, sodann ein Fallen derselben in 
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den kalten Monaten. In der Diirrlitze steigt die Tatigkeit der Amylase 
im Januar und Februar, nimmt zu wahrend der Frithlingsmobilisation 
und fallt sodann. 

In den Knospen (Abb. 3) steigt die Aktivitat der Amylase gerade 





in den kaltesten Monaten — Januar und Februar —, was vielleicht 

“a 

| 

| 

| 

i oan on Gan Se". ee. AT oe : = IN 4 

OVX 2X &M UM SM M0 231 270 wl. 22 224 

Abb. 3. 
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Abb. 4. 


mit der Kaltebestandigkeit der Knospen zusammenhangt, die gegen 
Temperaturverinderungen besonders empfindlich sind. 

Die in Abb. 4 und 5 gegebenen Kurven sollen veranschaulichen, 
wie weit die Schwankungen des Fermentgehalts in den drei Pflanzen- 
nummern derselben Art miteinander zusammenfallen’. 


1 Von den oben angefiihrten Kurven entspricht eine jede den aus den 
Bestimmungen der drei Baumnummern derselben Art erhaltenen Durch- 
schnittszahlen. 
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Abb. 4. Die Kurven zeigen die Gehaltsschwankungen der Amylase 
in der Fliederrinde der drei verschiedenen Exemplare an. Man sieht, 
daB der individuelle Unterscheid nicht groB ist. 

Abb. 5. Die Kurven zeigen die Gehaltsschwankungen der Amylase 
in den Knospen der drei verschiedenen Diirrlitzenexemplare. Die Ge- 
haltsschwankungen der Amylase in den drei Exemplaren derselben Art 
stimmen iiberein. Der individuelle Unterschied ist unbedeutend. Wir 
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Abb. 5. 


Wasserextrakten —, die Amylase enthielten. Es wurden bei allen 
Versuchen mit der Rinde, der Holzfaser und den Knospen des ge- 
meinen Flieders py = 5,4, der Diirrlitze auch 5,4 gefunden (nur bei 
den Knospen 5,6); bei der Vogelkirsche 4,4. Kontrollversuche mit 
Ausgleichung des px haben gezeigt, daB die Reaktion des Mediums auf 
die von uns festgestellten Schwankungen des Amylasegehalts keinen 
KinfluB hat. Die Untersuchungen der Aktivitat der Katalase zur Zeit 
der Winterruhe und des Friihjahrserwachens wurden in Faserholz, 
tinde und Knospen dreier Exemplare derselben Diirrlitzenart an- 
gestellt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle IV 
angefiihrt. 

Die Zahlen der Tabelle sind Mittelwerte aus den Bestimmungen 
fiir zwei Nummern einer Art (Diirrlitze). 


Tabelle IV. 


Der Katalasegehalt in Holzfaser, Rinde und Knospen der Diirrlitze (Cornus 
mas L.) zu verschiedenen Zeiten der Winterruhe und des Friihjahrs 
erwachens. 





Momat...... - «+ November Dezember Januar Februar Marz April 
Mittlere Temperatur des 

a ee 6,99 2,59 0.9 4° 5 11,20 
Datum der Lese. ... 21. XI 19. XII 23. I 27. Il 26. II 17. IV 
Holzfaser. . .. . 1,21 0,19 6,17 2,27 1,57 2,10 
ee FG 0,0 1,32 1,02 0,30 0,74 0,75 


ee 0,1 0,4 1,33 3,26 0,23 3,98 
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Aus dieser Tabelle und aus der Abb.6, wo die Aktivitiats- 
schwankungen der Katalase in Kurven ausgedriickt sind, ersieht man, 
daB sowohl Holzfaser wie auch Rinde und Knospen der Diirrlitze 
(Cornus mas L.) wahrend der Winterruhe aktive Katalase enthalten. 
Die Aktivitét der Katalase ist nicht bestandig, sondern andert sich 
in den verschiedenen Stadien der Winterruhe und des Friihjahrs. In 
der Holzfaser zeigt die Katalase im Januar eine scharfe Aktivitits- 
steigerung; die zweite Steigerung beginnt wahrend der Frihjahrs- 
mobilisation (Anfang April). In der Rinde 
fallt die Aktivitiét der Katalase in den 
Wintermonaten, im Friihling beginnt eine 
, |  Steigerung. In den Knospen sehen wir 
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im Januar und Februar eine bedeutende 
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7H UM TUL Aktivitatssteigerung, und eine zweite 

Abb. 6. wahrend der Friihjahrsmobilisation. Wenn 

wir die Aktivitaétsschwankungen der Amy- 

lase und Katalase vergleichen, so finden wir einen groBen Unter- 

schied in der Holzfaser, wo die Katalase besonders starke Schwan- 

kungen aufweist; in Rinde und Knospen dagegen sehen wir grobe 

Ubereinstimmung zwischen Amylase und Katalase. Bei den Ver- 

suchen mit Katalase wurde die Reaktion des Mittels gepriift; px 
war fiir alle Lesen immer gleich 6,2. 


Zusammenfassung. 


Bei allen von uns untersuchten Baumpflanzenarten haben wir in 
Holzfaser, Rinde und Knospen aktive Amylase im Laufe der ganzen 
Winterruhezeit gefunden. In der Holzfaser, der Rinde und den Knospen 
der Diirrlitze wurde aktive Katalase gefunden. Die Aktivitat der 
Amylase und Katalase bleibt sich nicht gleich in den verschiedenen 
Stadien der Winterruhezeit; im allgemeinen fallt sie in der Rinde in 
der kalten Zeit; in der Holzfaser und in den Knospen dagegen kann 
man in der kalten Zeit gesteigerte Fermentaktivitaét beobachten. In 
der Holzfaser schwankt die Aktivitat der Amylase weniger als in der 
Rinde und den Knospen. Die Katalase weist im Januar (in der Holz- 
faser der Diirrlitze) eine groBe Steigerung auf. Wahrend der Frihlings- 
mobilisation weisen Katalase sowohl wie Amylase in der Holzfaser und 
Rinde, besonders aber in den Knospen aller von uns untersuchten Arten 
Aktivitatssteigerung auf. 
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Uber die Beziehungen der Harnzusammensetzung 
zum Siiure-Basenhaushalt. ILI. 


Von 
S. M. Neuschlosz. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der Medizinischen Fakultét 
in Rosario de Sta. Fé, Argentinien.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1931.) 


Seit dem Erscheinen unserer ersten Mitteilungen! zum obigen 
Thema sind im hiesigen Laboratorium eine Anzahl von Feststellungen 
gemacht worden, die eine Erginzung und teilweise Korrektur der 
angestellten Betrachtungen notwendig erscheinen lassen. Die ent- 
sprechenden Untersuchungen gingen von folgender Beobachtung aus. 
Wie bekannt, wird zufolge der von Henderson?, Michaelis® u.a. ent- 
wickelten Anschauungen die titrierbare Aziditit des Harns gegeniiber 
Phenolphthalein, als Indikator, als MaB der vorhandenen primaren 
Phosphate angesehen, wahrend die titrierbare Alkalinitat gegeniiber 
Methylorange als Ma® der sekundiren Phosphate gilt. Bestande diese 
Anschauung nun zu Recht, so miibte die Summe der titrierbaren 
Aziditaét und der titrierbaren Alkalinitat beide in Aquivalenten 
ausgedriickt — gleich dem Gesamtgehalt des Harns an Phosphaten 
sein, wenn letztere in Grammatomen Phosphor angegeben werden. 
Eine Nachpriifung dieser Annahme ergab jedoch, daB die Summe der 
titrierbaren Aziditét und Alkalinitaét ausnahmslos héher war als die 
Gesamtphosphatmenge, wobei es sich bei manchen Harnen um Unter- 
schiede von mehreren hundert Prozent handelte. 


1 Neuschlosz, diese Zeitschr. 232, 82, 1931. 
2 Henderson, Amer. Journ. of Physiol. 21, 427, 1909. 
3 Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, I. Aufl., Berlin 1914. 
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Diese Tatsache konnte nur so gedeutet werden, daB bei der Titration 
des Harns neben den Phosphaten noch andere puffernde Substanzen 
mit erfaBt werden, wobei namentlich an die organischen Sauren des 
Harns gedacht werden muBte. Nun gibt uns die Titration des nach 
van Slyke und Palmer! mit Kalk gefallten Harns die Méglichkeit, die 
durch die organischen Sauren bedingte Pufferung innerhalb — ver- 
schiedener pu-Gebiete gesondert zu ermitteln. Wenn also fiir die ge- 
nannte Unstimmigkeit tatsaichlich die organischen Sféuren verant- 
wortlich sind, so miissen die richtigen Werte fiir die primiren und 
sekundaren Phosphate zu ermitteln sein, indem man von der titrier- 
baren Aziditat bzw. Alkalinitét des Harns die im entsprechenden 
pu-Intervall puffernden organischen Sauren in Abzug bringt. 

Um die Richtigkeit dieser Annahme nachprifen zu kénnen, muBten 
demnach folgende GréBen fiir die einzelnen Harnproben bestimmt 
werden: 1. Im nativen Harn: a) titrierbare Aziditat gegeniiber Phenol- 
phthalein (P,), b) titrierbare Alkalinitat gegeniiber Methylorange (/,), 
c) Gesamtphosphorsaure (P); 2. im durch Kalk gefallten Harn: a) Saure- 
verbrauch zwischen dem Umschlagspunkt des Phenolphthaleins und 
dem urspriinglichen py des Harns (O,), b) zwischen letzterem und dem 
Umschlagspunkt des Methylorange (O,).  Bezeichnen wir nun mit 
p, und p, die primaren bzw. sekundaren Phosphate des Harns, so folgt 
aus obigen Ausfiihrungen, daB p, = P,—O, und p, = P,—-O, und 


daher P = p, + p= P, + Py — (0, + 0) 


sein muB. Wie aus den entsprechenden Spalten der beigefiigten Tabelle 
hervorgeht, fanden wir diese Erwartung auch tatsiéchlich bestatigt, 
indem der direkt bestimmte und der nach der obigen Gleichung be- 
rechnete Wert fiir P innerhalb der Fehlergrenzen der Methodik iiber- 
einstimmen. 

Auf Grund dieser Feststellung muBten aber auch die tbrigen 
Angaben unserer friiheren Mitteilung einer Revision unterworfen 
werden. Wenn namlich die titrierbare Aziditét und Alkalinitit des 
Harns nicht die richtigen Werte fiir die primaren bzw. sekundaren 
Phosphate darstellen, so kénnen auch die auf Grund der ersteren er- 
rechneten GréBen fiir den Base-Saurequotienten (Y) und die Puffer- 
konstante (k) auch nicht richtig sein. DaB die extremen Werte der 
letzteren, wie sie fiir manche Harne in unserer erwahnten Arbeit an- 
gegeben wurden, durch die organischen Sauren mitbedingt sind, wurde 
schon damals als wahrscheinlich angesehen und ist inzwischen mit 
Sicherheit nachgewiesen worden. Auch der Quotient @ mubte durch 
die neue Berechnungsweire fiir die einzelnen Harne andere numerische 


1 Van Slyke u. Palmer, Journ. of biol. Chem. 41, 567, 1920. 
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Werte erlangen, obwohl vorausgesehen werden konnte, daB die Ab- 
hangigkeit dieser GréBe von px durch die vorzunehmende Korrektur 
nicht wesentlich beriihrt werden wiirde. Um diese Fragen einwandfrei 
zu erledigen, muBten jedenfalls bei einer gréBeren Anzahl von Harnen 
der Base-Saurequotient und die Pufferkonstante einmal nach dem 
friiher geiibten Verfahren und dann nach dem nunmehr als richtig 
erkannten Vorgange berechnet und verglichen werden. 

Zu diesem Zwecke mubten auber der titrierbaren Aziditat (P,) 
und Alkalinitaét (P,), dem Ammoniak (A), dem Kreatinin (C) und dem 
pu, deren Bestimmungsweise bereits in der friiheren Mitteilung an- 
gegeben wurde, auch die gesamten Phosphate des Harns bestimmt 
werden, wahrend die Titration der organischen Saéuren einer zweck- 
entsprechenden Modifikation unterzogen werden muBte. Die gesamten 
Phosphate wurden titrimetrisch mittels Uranylacetat und Cochenille- 
tinktur als Indikator bestimmt und als Dezimillimole Phosphorsaure 
pro Liter berechnet. Die Titrierung der organischen Sauren erfolgte 
in Anlehnung an das Prinzip von van Slyke und Palmer! auf folgende 
Weise. Je 25ccm des mit Kalk gefallten und filtrierten Harns wurden 
vier verschiedenen Titrationen mittels n/5 HCl unterworfen, und zwar: 
1. bis zum Umschlagspunkt des Phenolphthaleins, 2. bis zum urspriing- 
lichen pu des Harns, 3. bis zum Umschlagspunkt des Methylorange, 
4. bis px = 2,7. Von diesen vier Titrationen wurde die erste und vierte 
an derselben Harnprobe und entsprechend den Angaben der amerikani- 
schen Autoren ausgefiihrt. Sie bediirfen daher keiner weiteren Er- 
lauterung. Fiir die zweite Titration wurde der Indikator entsprechend 
dem natiirlichen px des Harns gewahlt. Anfainglich wandten wir hierzu 
die Michaelisschen* Indikatoren der Nitrophenolreihe an, wie dies in 
der ersten Mitteilung angegeben wurde. Da diese Indikatoren in saurem 
Medium farblos werden, so erméglichen sie die Ausfiihrung auch dieser 
Titration an derselben Harnprobe, wie die erste und vierte. Neuerdings 
aber ziehen wir zu diesem Zwecke doch die entsprechenden Indikatoren 
aus der Serie von Clark und Lubs® vor, die scharfere Uberginge geben 
als die einfirbigen Nitrophenole. Infolgedessen muB jedoch diese Titra- 
tion an einer besonderen Harnprobe vorgenommen werden, wobei 
zu 25cem mit Kalk gefalltem und filtriertem Harn in einem groben 
Reagenzglas 1 cem einer 0,1°,igen alkoholischen Lésung von Methyl- 
rot bzw. einer 0,2°,igen alkoholischen Lésung von Bromthymolblau 
hinzugefiigt werden, wobei letzterer Indikator eventuell durch eine 
0,5°%,ige wasserige Lésung von Neutralrot ersetzt werden kann. Die 


1 Van Slyke u. Palmer, a. a. O. 
® Michaelis, Praktikum der physikalischen Chemie, Berlin 1921. 
3 Clark, The Determination of Hydrogen Ions, Baltimore 1920. 
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gleiche Indikatormenge wird in einem zweiten Reagenzglas zu 25 ccm 
nativen Harn hinzugefiigt und ersteres mit n/5 HCl, das letztere mit 
der gleichen Menge Wasser versetzt, bis beide Lésungen die gleiche 
Farbe aufweisen. Die dritte Titration gegeniiber Methylorange oder 
Kongorot wird wieder an einer besonderen Harnprobe ausgefiihrt, 
wobei der Umschlagspunkt ohne Schwierigkeit zu finden ist. Die fii 
die folgenden Betrachtungen in Frage kommenden organischen Saure- 
fraktionen lassen sich durch Substraktion aus der bei den einzelnen 
Titrationen verbrauchten Anzahl von Kubikzentimetern Saure be- 
rechnen, und zwar ergibt die Differenz zwischen der zweiten und der 
ersten Titration die GréBe O,, die zwischen der dritten und zweiten Og, 
und die zwischen der vierten und zweiten O’, wobei jedoch natiirlich 


noch auf 1000ccm Harn und n/10 Saéure umgerechnet werden mub. 
‘ 


Durch die beschriebene Titration wird, wie bekannt, auch das 
Kreatinin des Harns mit erfaBt. Fiir die oben angegebene Berechnung 
der primiren und sekundiaren Phosphate ist dieser Umstand belanglos, 
da die Pufferung durch Kreatinin hierbei ebenso von der titrierbaren 
Aziditét bzw. Alkalinitét des Harns abgezogen werden muB, wie die 
durch die organischen Sauren bedingte. Wenn jedoch die organischen 
Sauren selbst berechnet werden sollen, so muB das mittitrierte Kreatinin 
abgezogen werden. Bei der urspriinglichen Methode von van Slyke 
und Palmer wird das gesamte kolorimetrisch bestimmte Kreatinin 
abgezogen. Bei der fraktionierten Titrierung jedoch, wie wir sie vor- 
nehmen, miissen die den einzelnen pyx-Intervallen entsprechenden 
Kreatininmengen gesondert beriicksichtigt werden. Der fiir die Be- 
rechnung des Quotienten Q@ in Frage kommende Anteil der organischen 
Sauren wird, wie bereits in der ersten Mitteilung auseinandergesetzt 
wurde, bei der Titrierung zwischen dem jeweiligen pa des Harns und 
pu = 2,7 erfaBt, entspricht also der mit O’ bezeichneten Fraktion. 
Diesem pu-Intervall entspricht seitens des Kreatinins jene Fraktion, 
die im urspriinglichen Harn als freie Base vorhanden ist. Bezeichnen 
wir also, entsprechend unserem friiheren Vorgehen, die in Salzform 
vorhandene Kreatininmenge mit «C, so ist die in Frage kommende 
Fraktion (1 — «)C. Um die tatsichlich im Harn vorhandene Menge 
organischer Salze (O) — nicht Sauren — zu berechnen, mu daher 
vom Werte 0’, (1 — «) C abgezogen werden. 

Zur Veranschaulichung unseres Vorgehens und des ihm zugrunde 
liegenden Gedankenganges sollen folgende Gleichungen nebst der bei- 
gefiigten tabellarischen (bersicht der einzelnen Titrationen dienen. 


1. Py —O, Py 
2. P, — O; Pe 
3. O' —(1l— «C) O 
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Nativer Harn Mit Kalk gefallter und filtrierter Harn 
Umscblagspunkt 
des Phenolphthaleins 
A : 
i P, Pi + Oy { 0; 
Urspriingliches py 
des Harns 
A 
{ P, P2 -+ Os { Oy ' 
Umschlagspunkt 0’ O + (1—a)¢ 
des Methylorange 


Entsprechend diesen Auseinandeisetzungen und den friiher ge- 
machten theoretischen Erérterungen berechnen wir jetzt den Base- 
Saiurequotienten und die Pufferkonstante des Harns auf Grund folgender 


Gleichungen : 


A + & & A + ZA C 
a= = = 
Py + O P. 0, + 0 (1 — a) ¢ 
und 
), P, -— O, 
k = ni? = h " —* 
P; P, 0, 


Um den Unterschied unserer neuen Berechnungsweise gegeniiber 
der vorher geiibten hervorzuheben, soll auch letztere hier nochmals 
mit denselben, den friiheren gegeniiber etwas abgeanderten Zeichen 
wiedergegeben werden, wobei wir die friiher gebrauchten Werte fiir 
Q und & nunmehr mit Q und k’ bezeichnen wollen. Dann ist: 
' A+al , P, 
’ = : - wae. F =F 
ae ree” Pp 


DaB die nach dem neuen Vorgange berechneten Werte von den 
alteren verschieden sein miissen, geht aus dem Vergleich der ent- 
sprechenden Gleichungen hervor, doch ist es nicht ohne weiteres er- 
sichtlich, auf welche Weise sich dieser Unterschied im einzelnen aus- 
wirken diirfte. Eine Antwort auf diese Frage konnte nur die Erfahrung 
geben. Es muBten daher bei einer Anzahl] von Harnen die erforderlichen 
Bestimmungen ausgefiihrt und die Werte fiir @ und k (bzw. p,) nach 
dem alten und dem neuen Vorgang berechnet werden. Gleichzeitig 
hiermit wurde auch die bereits friiher erwihnte Kontrolle vorgenommen 
und der gesamte Phosphatgehalt der Harne einmal unmittelbar be- 
stimmt, und ein zweites Mal als Summe der primaren und sekundiaren 
Phosphate errechnet. Da diese Untersuchtingen gleichzeitig als Ver- 
gleichsbasis fiir bereits in Angriff genommene Studien zur Pathologie 


des Séure-Basenhaushalts dienen sollten, wurden nicht, wie friiher, 
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wahllos genommene Harnproben gesunder Individuen herangezogen, 
sondern samtliche Bestimmungen an Sammelharnen von 24 Stunden 
ausgefiihrt, die jedoch ebenfalls ausschlieBlich von nieren-, herz- und 
stoffwechselgesunden Personen stammten. 

Die beigefiigte Tabelle, die iber das Ergebnis dieser Bestimmungen 
an 50 Harnen berichtet, ist nach demselben Prinzip zusammengestellt, 
wie die entsprechende Tabelle in der vorangehenden Mitteilung. Die 
untersuchten Harne sind nach steigendem px geordnet und in Gruppen 
geteilt, innerhalb welcher pq um weniger als 0,2 variiert. Die ersten 
neun Spalten enthalten die unmittelbar bestimmten GréBen, die 
néchsten vier die Werte fiir den Base-Saurequotienten und die Puffer- 
konstante, und zwar nach dem verbesserten und dem Alteren Vorgang 
berechnet, wahrend die letzten drei Spalten die Gruppenmittelwerte 
fiir pu, Q@ und p, (nach der neuen Methode bestimmt) zeigen. 

Vergleichen wir nun die so erhaltenen Zahlen: mit den in der ersten 
Arbeit mitgeteilten, so sehen wir zunichst, daB das Intervall, innerhalb 
welchem sich das pa simtlicher Harne bewegt, diesmal wesentlich 
enger (5,2 bis 6,9) ist als gelegentlich der alteren Untersuchungen 
(4,9 bis 7,8). Dies diirfte seine Ursache zum Teil in der geringeren 
Anzahl von Harnen haben, die der jetzigen Arbeit zugrunde liegen, 
dann aber auch durch den Umstand bedingt sein, daB es sich diesmal 
um 24-Stunden-Harne handelt, bei denen die Tagesschwankungen 
und demzufolge die extremen Werte fiir px wegfallen. Nichtsdesto- 
weniger ist aber auch das hier vorliegende Tatsachenmaterial ausreichend, 
um ein Urteil zu erméglichen, auf welche Weise die eingefiihrten Ande- 
rungen in der Berechnung von QY und ~ diese Werte im allgemeinen 
beeinflussen. 

In Hinblick auf den Base-Siurequotienten Q ist dieser EinfluB 
jedenfalls nicht von groBer Bedeutung. In den meisten Fallen ergibt 
die neue Berechnungsweise etwas héhere Werte fiir diesen Quotienten 
als die alte, manchmal ist jedoch auch das Gegenteil der Fall. Die Art 
der Abhangigkeit zwischen px und Q ist offenbar die gleiche geblieben, 
wie namentlich aus den Gruppenmittelwerten hervorgeht. Die 
allgemeinen Betrachtungen, die iiber diesen Zusammenhang in der 
vorhergehenden Arbeit angestellt worden sind, behalten demnach 
ihre volle Giiltigheit und werden durch die exaktere Erfassung der in 
Frage kommenden GréBen nur besser begriindet. 

Auch der Zusammenhang zwischen Q und p, wird durch die neue 
Berechnungsweise nicht wesentlich veraindert, denn auch hier zeigt 
sich, da& mit Abfall des Base-Séiurequotienten p, im allgemeinen 
ansteigt. Nur die absoluten Werte fiir die Pufferkonstante ergeben 
sich nunmehr anders und finden sich in besserem Einklang mit den 
entsprechend der Theorie zu erwartenden GréBen. Wahrend namlich 
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die nach dem alteren Verfahren berechneten GréBen von p, sich zwischen 
5,47 und 6,55 bewegen, also mehr als eine ganze Zehnerpotenz fiir k 
umfassen, ergibt die neue Berechnungsweise fiir p, Werte, die nur 
zwischen 5,82 und 6,57 schwanken und sich demnach kaum mehr 
von denen unterscheiden, die auf Grund der Messungen von Neuschlosz 
und Pérez Ibanez! an Phosphatpuffergemischen zu erwarten waren. 
Auch in dieser besseren Ubereinstimmung zwischen Theorie und Praxis 
diirfte ein Beweis fiir die Richtigkeit unserer Ausfiihrungen gesehen 
werden. 
Zusammenfassung. 

Es wird auf gewisse Unzulanglichkeiten hingewiesen, die der friiher 
geiibten Bestimmungsweise des Base-Saurequotienten und der Puffer- 
konstante des Harns anhafteten und ein entsprechend modifiziertes 
Verfahrenangegeben. Es wird ferner gezeigt, daB die eingefiihrten Korrek- 
turen die Abhangigkeit der genannten GréBen von der H-lonen- 
konzentration des Harns und ihren gegenseitigen Zusammenhang 
nicht beriihren. Die nach dem verbesserten Vorgange berechneten 
Werte fiir die Pufferkonstante des Harns stehen in besserem Einklange 
mit der Theorie als die friiher erhaltenen. 


' Neuschlosz u. Pérez Ibanez, diese Zeitschr. 282, 106, 1931. 














Vergleichende Untersuchungen iiber die Bildung yon 
Gluconsiure durch Schimmelpilze. 


Von 
Reinhold Schreyer. 


(Aus dem Bakteriologisch-chemischen Laboratorium des Technisch- 
Chemischen Instituts der Technischen Hochschule Hannover. 


( Einge gangen am 11. Juli 1931. } 


I. Einleitung. 


Nachdem seit langem die Bildung von Gluconsdure durch Essig- 


bakterien von Boutroux (1), Brown (2), Bertrand (3) und anderen 


bekannt ist, wurde diese Saure in den letzten Jahren auch als Zucker- 
umsatzprodukt von ,,Schimmelpilzen* zuerst durch Molliard (4) bei 
Aspergillus niger nachgewiesen. Spiter wurde sie dann bei Aspergillus 


cinnamomeus und Aspergillus fuscus durch Falk und Kapur (19), bei 


Aspergillus fumaricus von Wehmer (5) und Schreyer (6), bei Citromyces- 


Arten und Penicillium ,.glaucum*: von Butkewitsch (7), bei Bacterium 


gluconicum und Bacterium xylinoides von Hermann (8), bei dem ,,7'¢e- 
pilz* des Handels von Haehn und Engel (9), bei Penicillium luteum- 
purpurogenum von May, Herrick, Moyer und Hellbach (10), sowie bei 
dem Bacterium Hoshigaki von Takahashi und Asai (11) gefunden. Thr 
Vorhandensein bei 16 von Tamiya und Hida (12) untersuchten 


Aspergillusarten, das sie aber nur durch eine Farbenreaktion nach- 


wiesen, sowie bei 42 Penicillien, bei denen durch Chrzaszcz und 


Tiukow (13) ,,geléstes Ca-Salz‘‘ in den Kulturfliissigkeiten festgestellt 
wurde, ist zunéchst noch zweifelhaft. Desgleichen ihre Bildung durch 
Dematium pullulans, da sie dort wohl von Perwozwansky (14), aber 


nicht von Sumiki (15) nachgewiesen wurde. Neuerdings wurde ihre 


Bildung auch bei Penicillium luteum und Penicillium purpurogenum 


von Angeletti und Cerruti (17), sowie bei Aspergillus Wentii, Fumago 


vagans und Penicillium chr ysoge num von Birkinshaw und Raistrick (18) 
festgestellt. 


Gluconsaure ist zweifellos das erste Oxydationsprodukt bei Ver- 


arbeitung von Glucose; nach D. Miiller (16) entsteht sie unter det 
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Wirkung eines besonderen Enzyms, der Glucoseorydase. Sie kann 
sich bei einigen Pilzarten temporar in Mengen bis iiber 50°, des an- 
gewandten Zuckers anhaufen, um allmahlich wieder zersetzt zu werden. 
Eine ahnliche Anhéufung ist bislang nur von Ozvalsdure, Citronensdure. 
Kojisdure und Fumarsdure bekannt. Die Gluconsaure ist also ein 
Zwischenprodukt des Stoffwechsels, sowohl freie Saéure wie ihre Salze 
verschwinden nachweislich in einiger Zeit wieder aus der Kultur- 
fliissigkeit [Wehmer (5)] unter Entstehung von CQ,. 


Die Frage, ob die Gluconsaure ein ganz allgemeines Glucoseabbau- 
produkt séurebildender Organismen ist, darf verneint werden, sie 
tritt z. B. nicht bei Milchsdéurebakterien, auch nicht bei der Alkohol- 
gdrung durch Hefe auf, vermutlich aber im Stoffwechsel griiner Pflanzen, 
wo bislang nach ihr nicht gesucht wurde. 


Zur Klarung der Frage, ob die Gluconsdure — wie das behauptet 
ist — allgemein bei mit Glucose (oder Saccharose) ernahrten Pilzen 
entsteht, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Reihe von Arten der 
Gattung Aspergillus, Penicillium, Citromyces, Rhizopus und Mucor 
untersucht; nebenbei wurden einige Holzpilze, eine Botrytisspezies 
und fiinf japanische Schimmelpilze, deren Spezies mangels fehlender 
Sporenbildung meist nicht festzustellen war, in einzelnen Versuchen 
geprift. 

Aspergillusarten. Citromycesarten. 
‘.. Nr. 7 der Sammlung. 
. Nr. 21 der Sammlung. 
'. Pfefferianus Wehm.., 
’, lacticus Mazé et Perr. 


A. luchuensis Inui, ( 
A. X (Varietaét von A. luchuensis ?), S 
A. Wentii Wehm., ( 
A. Oryzae Ahlb., ( 
A. Ostianus Wehm.. 
A. clavatus Desmaz. 


Penicilliumarten. Rhizopusarten. 
P. corymbiferum Westl., Rh. Delemar Boid. (= Rh. 
P. oxalicum Thom, Oryzae Went), 
P. luteum Zukal, Stamm I, »» nigricans Ehrenbg.. 
P. luteum Zukal, Stamm 2, so eee, Bee 


P. luteum-purpurogenum Thom, Strain A, 
P. luteum-purpurogenum Thom, Strain B, 


Sonstige Arten. Holzpilze. 
Mucor plumbeus Bon., Polyporus vaporarius Pers., 
Botrytis cinerea, Merulius lacrimans Schum.. 
fiinf unbestimmte japanische Pilze. Coniophora cerebella Schrét. 


Die Arbeit wurde 1930/31 im Bakteriologisch-Chemischen Labora- 
torium der Technischen Hochschule zu Hannover auf Anregung und 
unter liebenswiirdiger Unterstiitzung von Herrn Professor Dr. C. Wehimer 
ausgefiihrt. 
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Il. Methode der Untersuchung. 


Die Pilze (Reinkulturen) wurden in Gestalt vollstdndiger junger Decken 
verwandt, sie waren in Kolben (in einigen Fallen in Doppelschalen) auf 
einer 5°,igen Rohrzuckerlésung mit Ammonnitrat als N-Quelle heran- 
gezogen. Unter diese vollstandigen Decken wurden dann die zu unter 
suchenden Fliissigkeiten gebracht: durch Bodensatz von Calciwmcarbonat 
wurde die etwa gebildete Saure abgefangen und in Form des Kalksalzes 
spater isoliert. 

Daneben liefen kalkfreie Versuche, die iiber den Grad der Ansiuerung 
AufschluB geben sollten. 

Verwendet wurden Jenaer Erlenmeyerkolben von 250 bis 500 cem 
Inhalt, auch Doppelschalen von 500 ccm Inhalt. Als Versuchstemperatur 
wurde meist die optimale Wachstumstemperatur des betreffenden Pilzes 
innegehalten. 

Die Verarbeitung der Versuche hatte neben der Kulturfliissigkeit auch 
den Kalkbodensatz und die Pilzdecke zu beriicksichtigen. Wenn auch 
das Ca-Gluconat in der Regel voll in Lésung bleibt, so k6nnen im Bodensatz 
zuweilen doch noch Ca-Salze sonstiger Séuren, die nicht vernachlissigt 
werden sollten, abgeschieden sein. Decke, Kulturfliissigkeit und Kalk- 
bodensatz wurden getrennt verarbeitet. 

1. Die Hauptmenge des gebildeten Ca-Gluconats ist stets in der Kultur- 
flissigkeit zu erwarten. Zur Gewinnung wurde diese in allen Fallen ein- 
geengt, wobei infolge des noch reichlich vorhandenen unzersetzt gebliebenen 
Zuckers ein dicker Sirup als Riickstand blieb. Dieser Sirup wurde mit 
wenig heiBem Wasser verriihrt, filtriert, wieder zu einem diinnen. Sirup 
eingedampft und mit der vierfachen Menge heiBem Alkohol (96°, ig) 
versetzt. Wie zu erwarten ist und auch durch die Tatsachen erwiesen 
wurde, besteht diese Alkoholfdllung keineswegs immer oder nur aus Ca- 
Gluconat, ihre Bestandteile waren mehrfach nicht aufzukléren; man darf 
also auch nicht die in Lésung befindlichen Ca-Salze einfach auf Gluconat 
berechnen. 

2. Der ungelést gebliebene Bodensatz wurde stets in verdiinnte! Salz- 
siure gelést, kalt mit Ammoniak versetzt und mit verdiinnter Essigsaéure 
schwach angesiuert. Nach Abfiltrierung von etwaigem Ca-Oxalat wurde 
das Filtrat gekocht und dadurch etwa vorhandenes Ca-Citrat ausgefallt. 

3. Die Decken zeigten mikroskopisch fast durchweg die bekannten 
Ca-Oxalatoktaeder. Sie wurden ausgepreBt und ausgewaschen, PreBsaft 
und Waschwasser zur Kulturfliissigkeit gebracht: darauf wurden die aus 
gepreBten Decken einige Minuten in verdiinnte Salzsiure gelegt und wieder 
ausgepreBt und ausgewaschen. Die dadurch erhaltene Fliissigkeit wurde 
zur salzsauren Lésung des Bodenkérpers gefiigt. 

Die so in Form von Ca-Salzen gewonnenen, organischen Séuren waren 
jetzt naher zu untersuchen, d.h. zu identifizieren. was immer dann seine 
Schwierigkeiten hat, wo nur geringe Mengen. Ca-Salz vorliegen. Man ist 
dann auf bestimmte Reaktionen angewiesen. Als zuverlassig darf davon 
aber vielleicht nur die Reaktion auf Citronensdure nach Denigés' gelten, 
wogegen mir zumal die verschiedenen Farbenreaktionen (mit /}-Naphthol, 
Resorcin, Palladiumchloriir usw.) doch etwas unsicher und nicht eindeutig 


1c. R. 194, 291, 1897. 
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zu sein scheinen, zumal wenn keine notorisch reine Substanz vorliegt ; 
allerdings ist von ihnen bei anderen Untersuchern bekanntlich im weitesten 
Umfang Gebrauch gemacht. Auch umstandliche Darstellung der freien 
Sauren kann bei einer gr6Beren Zahl von Versuchen kaum in Frage kommen 
und muB man sich zwecks Identifizierung in anderer Weise helfen. 

Ca-Gluconat zeigt ein ganz unregelméBiges Verhalten. Wahrend 
10° ,ige Ca-Gluconatlésungen von Kahlbaum oder Schuchardt beim Ab- 
dunsten des Wassers immer auskristallisierten, verbleibt Ca-Gluconat auf 
dem Objekttrager gelést beim Verdunsten des Tropfens meist als Lack, wie 
es auch beim Eindampfen oder Abdunsten der zuckerhaltigen Garlésungen 
meist einen Lack oder Sirup bildete. Das Ca-Gluconat ist durch verschiedene 
Reaktionen charakterisiert. Es fallt aus wasseriger Lésung mit Alkohol 
zunéchst als dextrinartige, erst allmahlich hart und kristallin werdende 
Masse, die aus Wasser umkristallisiert, feine spitze Nadeln liefert; es sub- 
limiert nicht und gibt mit /-Naphthol + Schwefelsdure' in der Regel eine 
bezeichnende tiefblaue Lésung. Als ausschlaggebendes Kennzeichen, daB 
ich wirklich Gluconséure vor mir hatte, galt das aus dem Ca-Gluconat nach 
E. Fischer® hergestellte Gluconsdurephenylhydrazid vom Fp. 195 bis 200°. 
Es wurde hier deshalb auch auf CaO-Bestimmungen, auf Darstellung von 
Ba-Gluconaten mit scharfen Schmelzpunkten sowie auf Wassergehalt- und 
BaO-Bestimmungen verzichtet, welche Daten ich schon bei friiherer Ge- 
legenheit ermittelte*. 

Von bekannten Ca-Salzen ahnelt das Ca-Gluconat in seinen Eigen- 
schaften besonders dem Ca-Lactat durch Wasserléslichkeit und Nicht- 
fdllbarkeit durch Pb-Acetat; auch dies bildet feine Nadeln. 

Soweit die ibrigen organischen Sduren identifiziert werden konnten, 
handelte es sich um Citronensdure, Fumarsdure und Oxalsdure. Sonstige 
Saéuren; die bei einigen Pilzen erhalten wurden, konnten einstweilen nicht 
sicher untergebracht werden. 


Ill. Versuchsergebnisse. 


Als wesentliches Resultat ergab sich, daB nur ein Teil der ‘unter- 
suchten Pilzarten unter den gewahlten Bedingungen beim Zucker- 
umsatz (Glucose, Saccharose) Gluconsdure erzeugt und in bisweilen 
erheblicher Menge ansammelt. 

In einer weiteren Zahl von Fallen war die Art der gebildeten Saure 
nicht sicher feststellbar, ob Gluconsdure vorlag, bleibt also zweifelhaft. 

Ein dritter Teil meiner Pilze bildete aber sicher iiberhaupt keine 
Gluconsdure, sondern organische Séuren anderer Art, die in bestimmten 
Fallen als Citronensdure und Fumarsdure erkannt wurden, teilweise 
aber auch nicht naher identifiziert werden konnten. 


Eine Ubersicht der Resultate gibt folgende Zusammenstellung: 


1 Pinerua, Ann. Chim. Phys. 18, 382, 1899. 
2 Ber. D. Chem. Ges. 22, 2728, 1889. 
3 Diese Zeitschr. 202, 131, 1928. 
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A. Gluconsdurebildner. 


Aspergillus luchuensis Penicillium oxalicum 
| ee P. luteum purpurog. Str. A 
A. Wentii. P. luteum purpurog. Str. B 
Citromyces Nr. 7 Polyporus vaporarius 


Mucor plumbeus 


B. Zweifelhafte Gluconsdurebildner. 


Citromyces Nr. 21, Rhizopus Delemar. 

C. Pfefferianus, Rh. Nr. 1 Nill, 

C. lacticus, Merulius lacrimans, 

P. luteum Stamm 1, Coniophora cerebella. 

P. luteum Stamm 2, fiinf japanische Pilzarten, 


C. Bildner von anderen (zum Teil unbestimmten) organischen Sduren. 
(Gluconsdure fehlt hier.) 

Aspergillus Oryzae (Citronensiéure u. 7%), 

A. Ostianus ( 7), 

A. clavatus (7), 

Penicillium corymbiferum (Apfelséure ‘*), 

Rhizopus nigricans (Fumarséure u. 7), 

Botrytis cinerea (Citronenséure u. 7). 

Hiernach ist die Gluconsdure kein notwendiges Abbauprodukt 
bei Hyphenpilzen, selbst systematisch einander nahestehende Arten 
verhalten sich ganz verschieden, so dab z. B. Aspergillus-Arten die 
Saure bald reichlich, bald tiberhaupt nicht bilden. Abhnlich ist es in 
der Gattung Penicillium. 

Bei keiner der untersuchten Rhizopus-Spezies konnte die Saure 
mit Sicherheit festgestellt werden, desgleichen nicht bei Botrytis. Bei 
dem untersuchten Mucor, einer Citromyces-Art und einem Holzpilz 
dagegen wurde sie gefunden. 

Auf Einzelheiten komme ich am SchluB noch zuriick, hier seien 


zunachst die Versuche wiedergegeben. 


IV. Experimentelles, 
A. Gluconsdurebildner. 


1. Aspergillus luchuensis Inui. 


Der zuerst von Inui beschriebene Pilz ist meines Wissens bislang auf 
sein chemisches Verhalten nur einmal im hiesigen Laboratorium untersucht 
worden, es wurde dabei Oxalsdure und Citronensdure gefunden; er verhielt 
sich also &hnlich dem A. niger. Ob der von Tamiya und Hida (12) unter 
suchte A. Awamori eine Luchuensis-Varietdt ist. muB dahingestellt bleiben: 
diese Forscher wiesen hier Citronensdure und Gluconsdure nach, letztere 


nur durch Farbenreaktion mit /-Naphthol. 











300 K. Schreyer: 


Mein Pilz stammte aus der Sammlung des Laboratoriums, er war 
hier viele Jahre weiter geziichtet worden, ohne daB eine Verainderung 
im Aussehen der Kulturen eingetreten war. 

Er wuchs auch jetzt sehr schnell an und lieferte bei 30 bis 35° 
in 2 Tagen die bekannten dunkelbraunen Decken. Bei 48° zeigte er 
kein Wachstum mehr. Fiir meine Versuche wurden Saccharose (und 
Fructose), 15 bis 20%, 


Garung und in den Saccharoseversuchen nach etwa 10 Tagen starke 


verwandt. Ich erhielt in 3 bis 4 Tagen eine lebhafte 


Abscheidung von Krusten und Flocken. 
Das Ergebnis zeigt Tabelle I. 


Tabelle J. 





Ca-Citrat Gesamt- | Glucon- 
; Gar- (Citronensa&ure) Ca-Gluco- saure sure 
Nr. || #30 matmenent dauer ays Boden- aus Kultur- re mhia des ange- i 
kirper — fliissigkeit wandten | wandten 
ecm g Tage g g g Zuckers | Zuckers 
1 130 26 Saccharose 15 2,08 0 11,76 45.5 39,6 
(1,53) (10,29) 
2 120 24 m 37 1,79 0 9,84 41,4 36,0 
(1,32) (8,61) 
3 100 20 ‘ 29 4,52 0,07 6,67 46,1 29,2 
(3,33) (0,05) (5,84) 
4 100 20 - 33 2.28 0 8,85 47.1 38,7 
(1,68) (7,74) 
5 500 100 ™ 51 10,78 0 50,35 52,0 44,1 
(7,94) (44.06) 
6 100 15 Fructose 27 0,92 0,14 0 5,2 0 
(0,68) (0,10) 
7 100 15 m 35 1.51 0,10 Q 7,9 0 
(1,11) (0,07) 
8 250 50 Saccharose 50 6,27 0) 19,65 43.6 34,4 
(4,62) (17,19) 


Hiernach bildete der Pilz aus Saccharose neben viel Gluconsdure 
wenig Citronensdure ; Oxalsdure kommt nur als Inkrustierung der Decke 
in Betracht. Aus Fructose, auf der nach Sporenaussaat langsames 
Wachstum mit starker Sporenbildung eingetreten war, bildete er nur 
Citronensdure in geringer Menge; hier befand sich aber auBerdem in der 
Fliissigkeit etwas nicht durch Alkohol fillbares Ca-Salz, dessen Natur 
offen bleibt. 

An Gluconsdéure wurde bis 44,1°, der angewandten Saccharose 
erhalten. Auffallend ist die ungeschwachte Sauerungsfahigkeit de1 
Decke Nr. 2, die auch fiir die Versuche 3 und 4 verwandt wurde und 


nach 10 Wochen noch steigend sauerte. 

Das aus dem gewonnenen Ca-Gluconat hergestellte Phenylhydrazid 
schmolz bei 195 bis 198°. 

Das Ca-Citrat lieferte positive Denigés-Reaktion. 
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Versuch ohne Kreide. Hier wurde 20° \ige Zuckerlésung (Saccharose) 
verwandt, wie immer ohne besonderen Zusatz von Niahrsalzen; die 
Ansauerung wurde durch ‘Titrierung mit n/10 NaOH (Phenolphthalein 
als Indikator) in je 5ccem der Lésung bestimmt und auf 100 cem um- 
gerechnet. Nach 7 Wochenergab sich eine maximale Saurekonzentration 


von 7,4°%, auf Gluconsdure berechnet, weiterhin findet wieder Abnahme 


0 
statt. 
Verbrauch von Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung: 

nach 1 Woche ... 79.4 
2 Wochen . . . 183.8 
3 a eee 
4 nm . « She 
5 - - « » aoe 
7 sd _* « ee 7.4 Gluconsaure 
Ss - oe | fe 
10 7" “<e\>s. oe 


leem n/l0 NaOH entspricht 0,0196 g Gluconsdure. 


2. Aspergillus X (A. luchuensis-Varietiat ”). 

Dieser Pilz wurde von einem im Laboratorium liegenden, ab- 
geschnittenen, welken, graubraune Schimmelrasen tragenden Sonnen- 
blumenkopf isoliert. _Morphologisch und physiologisch mit dem 
A. luchuensis iibereinstimmend, wiachst er noch schneller als dieser 
bei dessen Optimaltemperatur, bildet weib-gelbes Mycel (gegeniiber 
dem rein weiBen des A. luchuensis) sowie zuweilen etwas hellere Sporen- 
képfe als dieser. Auch er zeigte bei 48° kein Wachstum mehr. Die 
Garung auf Saccharose und Glucose (15 bis 20°/)) war duBerst schnell 
und lebhaft. Eine Abscheidung von Ca-Salz fand entweder sehr reichlich 


oder gar nicht statt. 
Tabelle Il. 





Ca-Citrat Gesamt Glucon 
Gir- (Citronensaéure) Ca Gluco silure ,oug © 
Nr. || #30 ae dauer ays Boden- aus Kultur- pest on des ange ange 
kirpe fliissigkeit wandten  wandte! 
eem g Tage g g g Zuckers Zuckers 
1 50 10 Saccharose 17 1,47 0,50 2,93 32,3 17,8 
(1.08) (0.37) (1.78) 
2 500 100 n 29 0 0 52.34 45.8 45.8 
(45.80) 
3 500 75 m 98 0 0 42.59 49,7 49.7 
(37,27) 
4 200 40 rs 12 2.00 0 21,03 49.7 46.0 
(1,47) (18,40) 
5 290 40 e 30 3,31 0 22 34 55.0 48.9 
(2,44) (19,55) 
6 200 30 Glucose 8 4,41 0 5,68 27.4 16,6 
(3,25) (4.97) 
7 (200; 30 be 36 8.26 0,22 9.78 49.4 28,5 


(6,09) (0.16) (8.56) 











302 R. Schreyer: 


Der Pilz erzeugt also aus Saccharose neben viel Gluconsdure kleine 
Mengen Citronensdure. Die Decke des Versuchs Nr. 2, die auch fiir 
Versuch 3 noch verwandt wurde, bildete sogar nur Gluconsdure, und zwar 
49,7°, des angewandten Zuckers, was eine fast quantitative Oxydierung 
des Glucoseanteils bedeutet. 

Die Decken der Glucose-Versuche zeigten unter dem Mikroskop 
sehr viel Ca-Oxalat-Oktaeder. Auffallend ist die verhaltnismaBig starke 
Citronensdurebildung in diesen Versuchen. 

Die Identifizierung der Ca-Salze geschah wie vorher: Ca-Citrat 
durch die positive Denigés-Reaktion, Ca-Gluconat durch die Bildung 
eines schwach braungelb gefarbten Phenylhydrazids vom Schmelz- 
punkt 195 bis 197°. 

Neben diesem H ydrazid bildeten sich geringe Mengen (0,01 g auf 
2 g Substanz) einer schwefelgelben Verbindung, die in kochendem Wasser 
unléslich war und sich nur wenig in kochendem, 96°,igem Alkohol 
léste. Der Schmelzpunkt der Verbindung war 204 bis 205°, nach wieder- 
holtem Digerieren mit beiBem Alkohol 211° (Bernsteinsdéure-Diphenyl- 
hydrazid ?). 

AuBerdem erhielt ich aus den 2 g angewandten Ca-Gluconat 0,07 g 
wasserunlosliches griinlichgelbes Ca-Salz unbestimmter Art. 

Der Titrierversuch (20°, Saccharose) zeigte nach 6 Wochen eine 
Ansaiuerung von 4,8°, Gluconsdure. 


Verbrauch von Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerloésung: 


nach 1 Woche... . 117.0 
2Wochen. . . . 156.0 
3 me i. Ys Se 
4 at ee 
5 +: 4: 
6 Ee : oe ee 4,8°., Gluconséure 


3. Aspergillus Wentii Wehm. 

Der verschiedentlich auf seine Fahigkeit der Saurebildung hin unter- 
suchte Pilz' wurde auch von Tamiya und Hida (12) und neuerdings von 
Birkinshaw und Raistrick (18) einer Priifung unterzogen. Neben wenig 
und wohl auch unregelmaéBiger Citronensdurebildung behaupten erstere, 
auf Grund der f$-Naphtholreaktion, Gluconsdure bei diesem Pilz festgestellt 
zu haben. Die letzteren fanden nur Gluconsdure. 

Mein Pilz stammte wieder aus der Sammlung des Laboratoriums, 
wo er jahrelang weiter geziichtet worden war. Er bildete bei 30° in 
1 Woche vollstandige Decken, die Gairung auf 15- bis 20° ,igen 
Saccharoselésungen war nur wenig sichtbar, auch erfolgte keine Ab- 
scheidung von Ca-Salz organischer Sauren. 

Die Versuche sind in der Tabelle III zusammengestellt : 


' Siehe z. B. Sakagushi (Nippon Gakujitsu Kyokai 1929), der auch 
50 °., Gluconsdure fand. 
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Schwerlidsliches Ca-Salz 


Glucons&ure 








7 Saccha- ‘ —— a Ca-Glucons 0 > 
Nr. H, 0 — Girdauer ays Boden- aus Kultur- (Gla eee omet des 
; kirper __fliissigkeit 78°" angewandten 
on ' Zuckers 
ecm g Tage g g g — 
1 100 20 27 0 0,09 5,24 23,0 
(4,59) 
2 109 20 42 0 1,33 5,78 25,3 
(5,06) 
3 300 45 37 0 0,18 18,01 35. 
(15,76) 
Es wurde hauptsachlich Gluconsdure (bis 35°.) gebildet. 
Das von dem Pilz gebildete Ca-Gluconat lieferte ein schwach gelb ‘ 


gefarbtes Phenylhydrazid vom Schmelzpunkt 195 bis 197°, womit die 
obenstehende Behauptung der beiden japanischen Forscher bewiesen ist. 
lg des durch der Kulturfliissigkeit 
Ca-Salzes wurde mit verdiinnter Salzsiure iibergossen und gab 0,3 g 
Fumarsiure vom Schmelzpunkt 284 bis 285°, sowie auBerdem, nach 
Neutralisieren mit Ammoniak, beim Kochen und Eindampfen 0,2 g¢ 


Ca-Citrat (Denigés positiv). 


Eindam pfen gewonnenen 


Im Bodenkérper wurde keine organische Saure festgestellt. 
Der Kreide mit 
auffalligerweise nach 6 Wochen erst eine Saureansammlung von /,/°,, 


Versuch ohne 20°,iger Saccharoselisung zeigte 


(auf Gluconsaure berechnet). 


Verbrauch von Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung: 


nach 1 Woche 28,8 
2 Wochen. 31,0 
3 - x Gaby ee 
4 = ox ae 
5 _ — Ta 
6 i ea 6 11°, Ghuconsaure 


4. Penicillium oxalicum Currie et Thom. 


Der und Thom! beschriebene Pilz erhielt von 
Forschern seinen Namen auf Grund der Fahigkeit, Rohrzucker in Oxalsdure 
zu verwandeln. 
in verdiinnter 
stimmt. 


von Currie diesen 


Letztere wurde allerdings nur durch Lésen des Ca-Salzes 


Schwefelséure und Titrieren mit Kaliumpermanganat be 


Der von mir untersuchte Pilz stammte von Thom (Sammlung des 
Laboratoriums), er war seit langem auf Agarréhrchen weiter geziichtet 


287, 1915. 


! Journ. Biol. Chem. 22, 
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Nach tragem Anwachsen erhielt ich bei 30° in 1 Woche vollstandige 
diinne Decken. Die Garung in 15- bis 20°, igen Saccharoselésungen 
war kaum sichtbar, desgleichen die Abscheidung von organsich-saurem 
Ca-Salz. 

Tabelle IV. 





Ca-Citrat 


(Citronenséure) Ca- Gesamtséure Gluconsdure 
N H. O Saccha- Gir- Gluconat = 0), des %',) des 
; . rose dauer | aus Boden- ausKultur-. (Glucon- angewandten angewandten 
kérper fliissigkeit siiure) Zuckers Zuckers 
cem £ Tage £ g uv 
1 100 15 29 0.31 0,04 1,96 13,2 11,5 
; (9,23) (0.93) (1,72) 
2° 100 20 43 0,16 0,17 3,65 17,4 16,1 
(0,12) (0,13) (3,22) 
3 250 37,5 36 1.96 i] 3.41 11,8 8,0 
(1,44) (2.98) 


Wieder wurde hauptsachlich Gluconsdure festgestellt, und zwar 
scheint hier fiir ihre Bildung eine 20°, ige Zuckerlésung giinstiger zu sein 
als eine 15°,ige; erhielt ich doch im ersteren Falle bis 16,1°,, und im 
anderen Falle nur bis 1/,5°,, Gluconsdure des angewandten Zuckers. 
Das aus dem Ca-Gluconat dargestellte schwach gelb gefarbte Phenyl- 
hydrazid schmolz bei 197 bis 199°. 


Das verhiltnismaBig wenige Ca-Citrat gab die Denigés-Reaktion,. 
Ca-Oxalat wurde weder im Bodenkérper noch in der Kulturfliissigkeit 
festgestellt. 


Der Titrationsversuch mit 20°,iger Saccharoselésung zeigte nach 
10 Wochen die auBerst hohe Siureansammlung von 9,9°%, Gluconsdure. 
Die Saurebildung war infolge der starken Konzentration der Zucker- 
lésung besonders langsam, eine so hohe Konzentration mubte gewahlt 
werden, da sonst bei rasch arbeitenden Pilzen die Gefahr besteht, dab 
die gebildete Gluconsdure wieder weiter verbrannt wird. Dies gilt fiir 
alle meine Versuche. 


Verbrauch von Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung: 


nach l Woche .. . 32.6 
2Wochen... 62.4 
3 ©: o: eae we Oe 
4 170.0 
5 207.0 
6 isin “ «so oe 
7 at 6 6 6 « 
Ss 99 Se 5 ae 
v ‘ iw. ee 


10 - . «.e. « oe 9,9°°, Gluconsaure 
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+. P. luteum-purpurogenum Herr. et May (Strain A und B). 


Der Pilz ist bei Thom! nicht verzeichnet, er wurde von May, Herrick, 
Moyer und Heilbach (10) unter diesem Namen studiert, sie fanden seine 
Kigenschaft, Glucose zu Gluconsdure zu oxydieren (bis zu 60 des an 
gewandten Zuckers). Eine Diagnose des Pilzes findet sich nirgends. 


Mir lag der Pilz in zwei Stammen vor, die von den Bearbeitern 
liebenswiirdigerweise zu Versuchszwecken dem Laboratorium iiber 
lassen wurden. 


Das Wachstum der beiden Pilze bei 30° war sehr langsam, die 
schlieBlich herangebildeten Decken farbten sich nach einiger Zeit 
schwach rétlich, ohne jemals zur Sporenbildung zu kommen. Die 
Garung in 15°,igen Saccharoselésungen verlief fast unmerklich und 
ohne wesentliche Anderung des Aussehens der Versuchskolben 





In der Tabelle V sind die Versuche mit beiden Pilzen zusammen- 
gestellt. 
Tabelle V. 





Schwerlisliches Ca-Salz Glucenshare 
iluconsé . 


ilz- Saccha- Gir- Ca-Gluconat 
ba Nt H20 — P a “ae Vitonighelt (Gluconsaure ag: be anit n 
eem g Tage g g g uckers 
(; 1 100 15 24 0.29 0 8.40 49,0 
A (7.35) 
| 2 300 45 33 0 0 25,23 49,1 
(22.08) 
3 109 15 24 0,31 0 6,52 38.1 
B } (5,71) 
| 4 300 45 33 0 0 15. 09 99. 
(13,29 


Beide Pilze hatten hiernach aus der Saccharose reichlich Glucon- 
sdure gebildet, und zwar hatte Stamm A den angewandten Glucose- 
anteil fast quantitativ, Stamm B bis zu 38,1°., die angewandte Saccharose 
in Gluconsiure verwandelt. 


Die aus den Ca-Gluconaten der beiden Pilze dargestellten schwach 
braungelb gefairbten Phenylhydrazide schmolzen beide bei 195 bis 198°. 


Die Ca-Salze aus dem Bodenkérper, die in geringen Mengen beim 
Neutralisieren der salzsauren Lésung mit Ammoniak amorph in det 
Kalte fielen, gaben mit Denigés-Lésung schon Fallung ohne Zusatz 
von Kaliumpermanganatlésung. Es handelte sich also wohl um Ca- 
Oxalat*. 


The Penicillia, London 1930. 
2 Siehe W. Thies, Centralbl. Bakt. I]. S82. 325, 1930. 
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Die beiden Versuchsreihen ohne Kreide mit 20° igen Saccharose- 
lésungen ergaben eine AuBerst minimale Saéureansammlung, nach 
5 Weechen war von beiden Pilzen erst 0,4°,, Gluconsdure gebildet. 
Verbrauch von Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 ccm Zuckerlésung: 


P. lut. purp. Str. A: 


nach | Woche oe 
2Wochen. ... 7,4 
3 ~s « = Soe 
4 . 16.8 
5 23,2 0,4°, Gluconséure 
6 32,8 0,6° 


P. lut. purp. Str. B: 
nach 1Woche ... . 7,4 
7 


2 Wochen 
3 13,2 
4 15.6 
5 20.0 0,.4°, Gluconsaure 


6. Mucor plumbeus Bon. 

Hinsichtlich seines Saurebildungsvermégens wurde dieser seit 
langem bekannte Pilz meines Wissens noch nicht untersucht. 

Er lag mir in einer im Laboratorium viele Jahre weitergeziichteten 
Reinkultur vor und muBte an fliissige Nahrbéden erst allmahlich 
gewohnt werden, ehe er auf ihnen zusammenhangende Decken bildete. 
Auf Glucose mit Glykokoll als N- Quelle bei Zimmertemperatur 
Deckenbildung am schnellsten vor sich. 


ving die 


a 


15°, ige Saccharoselésungen mit Kalk unter vollstandigen Decken 
zeigten duBerlich keine Garung. 


Tabelle VI. 





Schwerlisliches Ca-Salz Gluconsiure 


. a Saccha- Jurdauer . pee oe : Ca-Glukonat — 0), des 
Nr. Ha rose : ardane , cc" poe (Gluconsdure) angewandten 
ecm g Tage g g g Zuckers 

1 100 15 21 0,05 0 0,31 1,8 
(0,27) 

2 109 15 28 0,29 0 2,73 15,9 
(2,39) 

3 100 15 28 0,13 0 2,62 15,3 
(2,29) 

4 100 15 33 0,05 0) 2.37 13,8 
(2,07) 


Der Pilz bildete hiernach fast ausschlieBlich Gluconsdure, und zwar 


bis 15,9°,, der angewandten Saccharose. Das aus dem Ca-Gluconat 
dargestellte rein weiBe Phenylhydrazid schmolz bei 196 bis 19%. 
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Das wenige aus dem Bodenkérper gewonnene Ca-Sa/lz fiel in kleinen 
Koérnchen beim Neutralisieren der heiBen salzsauren Lésung mit 
Ammoniak. Mit Denigés-Reagens gab es schon Fallung ohne Kalium- 
permanganat, es war also vermutlich Ca-Oxalat. 

Der Titrierversuch (20°, Saccharose) ergab nach 4 Wochen eine 
Saéureansammlung von nur 0,7°, Gluconsdure. 


Verbrauch von Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung 


nach |1Woche.. . . 12.6 
2Wochen .. . 27,0 
3 - ~ ss « « aoe 
4 “ . . . . 85,6 = 0.7°,, Gluconséure 


7. Polyporus vaporarius Pers. 

Holzpilze sind im allgemeinen als Oxalsdurebildner bekannt, andere 
Sauren sind bei ihnen bisher nicht festgestellt worden. 

Vorliegender Pilz stammte aus der Sammlung des Laboratoriums 
und lieferte bei Zimmertemperatur auf 4°,iger Glucoseldsung (Harn- 
stoff als N-Quelle) in 10 Tagen starke Decken. 

10- bis 15°,,ige Saccharose-Kalkversuche blieben innerhalb 4 Wochen 
auBerlich unverdndert; in der Tabelle VII sind sie zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





‘ Ca-Gluconat Gluconsa&ure 
San P > Lin > : 0 S 

Nr. H,O Saccharose Gardauer (Gluconsiure) o de 
angewanten 


Rohrzuckers 


ccm g lage yg 
1 109 15 30 1,11 6.5 
(0,97) 
2 10) 10 30 0,75 6,6 
(0.66) 
3 300 30 32 298 6.7 
(2.00) 


Ks wurde in der Kulturfliissigkeit ausschlieBlich Gluconsdure 
(bis 6,7°, des angewandten Zuckers) gefunden. Das aus dem Ca- 
Gluconat dargestellte schwach braunliche Phenylhydrazid zeigte einen 
Schmelzpunkt von 195 bis 197°. 

Auf kalkfreier Versuchslésung kam die Ansiuerung in 7 Wochen 
nur auf 0,1°., Gluconsdure. 


Verbrauch von Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerloésung: 


nach 1Woche. . . . 3.0 
2Wochen. .. . 3,4 
3 = ee 
4 - ane 
5 7 ya 
6 je vise See 


7 - . .. . 50 = 0.1%, Gluconséure 
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8. Citromyces Nr.7 der Sammlung. 


Fir Citromyces-Arten ist Bildung von Citronensdure aus Zucker 
lange bekannt!, es gilt das aber keineswegs fiir alle hierher gehérigen 
Formen und ist kein Gattungsmerkmal, wie bisweilen irrtiimlich an- 
genommen wird. Uber Bildung von Gluconsdure durch diese Pilze ist 
hislang nur durch Butkewitsch (7) etwas bekannt geworden: da8 auch 
gelegentlich (in alten Kulturen) etwas Oxalsdure als Ca-Salz auftritt. 
ist schon durch die Weiterverarbeitung der Citronensdure verstandlich 
und bekannt. 


Meine Versuche (10 bis 20°, Saccharose bei 30°) ergaben nur bei 
dieser einen Citromyces-Spezies etwas Gluconsdure, bei anderen Spezies 
(x. die folgenden) war sie iberhaupt nicht sicher nachweisbar: Citronen- 
sdure schied sich als Ca-Citratkruste nach 1 bis 2 Wochen am Boden 
der Kolben ab. Das gewonnene Ca-Gluconat lieferte ein Phenylhydrazid 
vom Schmelzpunkt 195 bis 197°. 





Die Versuche sind in Tabelle VIII zusammengestellt. 


Tabelle VIII. 





Ca-Citrat 


, (Citronensaure) Ca- Citronensaure Gluconsdure 

Nr H,0 — ion aus Boden- aus Kaltur- i angew Bene hn angew ollie 

kirper flissigkeit shure) Zuckers Zuckers 
com g Tage & & : 

' 30 5 10 0.69 0.04 Spuren 10,5 
(0.51) 0,03) 

2 30 5 16 0,65 0,04 0,19 10,2 34 
(0.48) (0.03) (9.17) 

3 60 11 16 1,08 0,08 0,63 78 a 
(0.80) (0.06) (0,55) 

4 300 30 5 0) Spuren 1 shoe 7 

5 900 49 20 1.80 0.32 0.76 3.9 1.7 
(1,33) 0,24) (0.67) 

6 309 39 21 1,83 0,33 1,35 58 sod 
(1.35 0.24 (1,15) 





In kalkfreier Lésung erreichte die Ansauerung nur bis ungefahr 


(Citronensdure. 


Wehmer, Beitr. z- Kenntnis einheim. Pilze, Heft 1, S. 24f.. 1893; 
Centralb. Bakt. IT, 73. 161. 1928. Kennzeichen der Gattung ist de! 
Conidientrdzer! 
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Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung. 


nach | Woche 64.4 
2 Wochen 114.4 
2 “5 “hye 169.0 
4 - — . 204.0 
5 me . « Be 
6 oa 242.0 
7 - : 261.0 
S re ; 286.0 2,0°., Citronensiure 
9 - oe ee 


und zwar entspricht leem n 10 NaOH 0.0070 o Citronensdure 


Dieser Pilz. sowie der im folgenden behandelte C. Pfetferianus, bildete 
sehr viel Farbstoff, der sich in den kalkfreien Kulturen in kleinen roten 
Kristallen am Boden der GefaBe absetzte. Wahrscheinlich handelte es 
sich um das von Hetherington und Raistrick' beschriehene Citrom ycetin. 


B. Zwe ifelhatte Gluconsdurebildner 
9%. Sonstige Citromycesarten 


Untersucht wurden auBerdem noch drei verschiedene Formen 
(..Spezies**): C. Pfefferianus Wehm., C.lacticus Maz. et Perr. und 
C. Nr. 21 der Sammlung des Laboratoriums, von denen bislang nur 
mehr oder weniger starke Citronensdurebildung bekannt ist und auch 
in meinen Versuchen festgestellt wurde. Dagegen konnte Gluconsdure 
in keinem meiner 10- bis 20°,igen Saccharose-Kalkversuche sicher 
festgestellt werden; die eingedampften Kulturfliissigkeiten lieferten 
beim Zusatz von Alkohol meist nur geringe Mengen einer dubiésen 
Fallung, die nachfolgende Reaktionen gab: 


1. C. Nr. 21: Gummiartige Masse, beim Erhitzen verkohlend, nicht 
sublimierend, keine Denigés- Reaktion, [{}- Naphtholreaktion dunkel- 
rotbraun. 


2. C. Pfefferianus: Mikroskopisch kleine Kiigelchen und Brocken 
Reaktionen wie vorher: das aus dem Ca-Salz dargestellte fast weibe 
Phenylhydrazid schmolz nach viermaligem Umbkristallisieren und 
Kochen mit Tierkohle bei 177 bis 181°. 


3. C. lacticus: Amorphe Masse, Denigés- Reaktion negativ, 
b-Naphtholreaktion schmutzigblau bis dunkelgriin: verglimmt auf 
Pt- Blech ohne Aufblaihen. 


Philosophical Transactions ot the Roy al Society of London, Series RB. 
220, 209, 1931. 
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Tabelle IX. 
; Ca-Citrat ae ne 
; aes oe oe (Citronensiure) a ( a-Salz shure = ¢/. 
Pilz Nr. | H20 ean dauer aus Boden- aus Kultur- Alkohohl- des ange- 
kérper fliissigkeit fillung wandten 
— g Tage « s Zuckers 
1 30 5 21 0,36 0 Spuren 5,2 
(0,26) 
C. Nr. 21 2 300 30 14 0,05 0,32 “ 0.9 
inn (0,04) (0,24) 
' 3* 200 40 36 5,63 0,18 10,7 
Sammlung 
(4,15) (0,13) 
4* 300 30 21 2,65 0,26 0,52 ‘1 
(1,95) (0,19) 
5 30 5 6 0,29 0 0,28 4,2 
(0,21) 
6 60 10 12 0,43 0,11 0,67 4,1 
(0,32) (0,09) 
7 30 6 21 0,45 Spuren 0,60 5,5 
C. Pfefferi- (0.33) 
anus 8 200 40 36 0,13 0,36 1,57 0,9 
(0,10) (0,26) 
9 300 30 14 0,82 0,28 Spuren 2,7 
(0,60) (0,21) 
10* 300 30 21 3,94 0,58 0,57 11,1 
(2,90) (0,43) 
11 30 5 5 0,58 0 Spuren 0,9 
(0,43) 
12 60 11 16 1,83 0,06 12.6 
(1,35) (0,04) 
18 | 300: 30 5 0 0,29 0,05 0,7 
C. (0,21) 
lacticus 14* 209 40 31 7,29 0,17 0,37 13,8 
(5,37) (0.13) 
15 50 10 53 0,97 0,08 0,02 7,7 
(0,71) (0,06) 
16* 300 30 21 2,82 0,34 0,14 7,8 
(2,08) (0,25) 





Die Versuche mit * wurden bei 30° aufgestellt, die ibrigen bei Zimmertemperatur. 


Kalkjreier Versuch (20 °/, Saccharose bei Zimmertemperatur) : 


Der Gang der 


Ansiauerung 
Zusammenstellung; nur bei zwei Spezies nahm die Saure alsbald wieder 


ergibt sich 


aus der 


untenstehenden 


ab, das erreichte Maximum betrug 2,2°, Citronensdure. 
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Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung: 





C. 21 C. Pfefferianus C. lacticus 
Nach 1 Woche 8,2 67.6 123,0 
. 2Wochen 190.2 94.4 168.4 
3 mn 283.0 129.0 181.0 13° 
(itronensaure 
a = 304.0 21% 170,0 107,0 
Citronensaure 
5 ° 295.0 217.0 9.0 
6 = v 243.0 ’ 
7 - 198,0 255.0 4.0 
8 # 108.0 309.0 2,2 


Citronensaure 
Yy - 279.0 


10. Penicillium luteum Zuk. (Stamm | und 2)}?. 


Bei einem mit ,,P. lutewm Wehmer“ bezeichneten Pilz fanden 
Angeletti und Cerruti (17) Bildung von Gluconsdure aus d-Glucose. 


Der von mir untersuchte Pilz lag in zwei Isolierungen vor, die sich 
merklich verschieden verhielten. Stamm J war eine alte Laboratoriums- 
kultur, Stamm 2 wurde frisch eingefangen. 


Beide bildeten in 10 bis 14 Tagen diinne Decken mit der bekannten 
orangeroten Unterseite, doch nur Stamm 2 zeigte die bekannte starke 
olivfarbene Sporenbildung, wahrend sie bei dem anderen nur diirftig war. 
Die Decken beider Pilze, auf Saccharoselésungen mit Kreide gebracht. 
kriimmten sich stark und sanken nach kurzer Zeit zum groBen Teil unter 
Die N&aéhrlésungen besonders des Stammes 2 wurden durch gebildeten 


Farbstoff dunkelrot gefarbt. 


Die Saéuerung in 15- bis 20°, igen Saccharose-Kreidelésungen bei 
30° war bei beiden Pilzen nur unhedeutend, an Sauren wurde nur bei 
Stamm 2 etwas Oxalsdure (Denigés-Reaktion positiv ohne Kalium- 


permanganat) mit einiger Sicherheit festgestellt. 


Mit den geringen Mengen von Ca-Salz aus der Alkoholfdllung 
waren nur einige Reaktionen ausfiihrbar: 


1. Stamm 1: Amorphe Masse, Denigés-Reaktion negativ, 
f-Naphthol-Reaktion schén dunkelblau, nicht sublimierend, auf dem 
Pt.-Blech ohne Aufblihen verglimmend. 


2. Stamm 2: Das Salz verhalt sich ebenso bis auf die £-Naphthol- 


reaktion, diese ist hier dunkelrotbraun. 
1 


Mit diesem Pilz ist sicher nicht identisch die von Herrick und Mit 
arbeitern untersuchte Art, siehe Nr. 5. 


Biochemische Zeitschrift Band 240 91 
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Tabelle X. 





schwer lisliches Ca-Salz Ca-Salz 
1. aus 
I ilz- Nr H,0 Saccharose Girdauer aus Boden- | aus Kultur- Alkohol- 
stamm kirper fliissigkeit fillung 
cem gz Tage g g g 
1 30 5 13 0 0 0,21 
2 100 20 10 0 0 Spuren 
1 3 30 6 18 0 0 " 
4 20 4 16 0 0 a 
5 300 45 19 0 0 1,00 
6 90 15 33 Spuren 0,11 0,32 
2 7 200 30 26 . 0,18 Spuren 
| 8 200 30 30' 0,35 0:20 0,47 


In den kreidefreien Versuchen (20°, Saccharose bei Zimmer- 
temperatur) war die Saureansammlung bei Stamm 1 bedeutend besser 
als bei Stamm 2, bei beiden aber nicht erheblich. 

Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung: 


P. luteum, Stamm 1: 


nach 1Woche... . 14,8 
2Wochen. . . . 25,4 
3 zs eS 
4 ie ce 1,1°,, Gluconséure ( 7) 


P. luteum, Stamm 2: 


nach 1Woche.... 6,6 
2Wochen. ... 11,2 
3 16,2 
4 18,4 
5 23,4 
6 a : 2-3 
7 30,0 = 0,6°,, Gluconséure ( 7) 


ll. Rhizopusarten. 

Fiir verschiedene Rhizopusspezies ist besonders Fumarsdurebildung 
angegeben', iiber Entstehen von Gluconsdure berichten drei japanische 
Forscher?, die sie neben vielen anderen organischen Séuren feststellten. 

Von mir wurden Rh. Delemar Boid. (= Rh. Oryzae Went*) und 
Rh. Nr. 1 Nill* untersucht. Beide waren im Laboratorium seit langem 
weiter geziichtet worden, sie wuchsen auf fliissigen Nahrbéden nur 


Siehe z. B. Ehrlich, Ber. D. Deutsch. Chem. Ges. 44, 3741, 1911. 
Takahashi u. Sakaguchi, Journ. Agric. Chem. Soc. Japan. 8, Nr. 3. 
1927; 3, Nr. 31, 540; Takahashi u. Asai, Proc. of the Imperial Acad. 3. 
Nr. 2, 1927. 

3 Hanzawa, J. Mycolog. Centralbl. 5, 239, 1915. 

' W. Nill, Centralbl. f. Bakt. II, 72, 1, 1927. 
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schwer an. Auf Glucose (5°) mit Harnstoff als N- Quelle erhielt ich 
bei 35° in 10 Tagen Decken. Diese auf 10- bis 15°, ige Saccharose- 
lésungen gebracht, riefen keinerlei Gdrung hervor, so daB die Alkohol- 
fdllung nur Spuren von organischem Ca-Salz aufwies. Das Filtrat der 
Alkoholfallungen enthielt allerdings ziemliche Mengen eines Ca-Salzes, 
das durch Alkohol nicht gefallt werden konnte. Trotz Vergirung des 
noch vorhandenen Zuckers durch Hefe gelang es nicht, dies Ca-Salz 
zu isolieren. Auch im Bodenkérper war keine Spur eines Salzes einer 
organischen Saure nachzuweisen. 


T abe lle ee 





H,Q Saecharose Girdauer 


Pilz Nr. oan s Tage Alkoholfallung 
fi 1 100 15 36 Dextrin neben wenig Ca-Salz 
) : Ms : 
Rh. Delemar | 9 100 15 36 5 e 2 
es eae 10 28 e 
Rh. Nr. 1 Nill Vi 4 100 10 28 rl 


Auch die kalkfreien Versuche (20°, Saccharose) zeigten noch 
nach 6 Wochen nur minimale Saéureansammlung. 


Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 Na OH auf 100 cem Zuckerlésung 





Rh. Delemar Rh. Nr. 1 Nill 
Nach 1 Woche. .... 1,8 1,8 
2Wochen.... 2.6 8,2 
om '« Vets 3,2 3.4 
a - . = 3,4 3.8 
5 i “She ae 3.4 3,7 
6 “ ea 3,3 3,7 


12. Japanische Schimmelpilze. 

(Signiert als 7 010101, T 030104, T 050205, C 050302, B 010401.) 

Die Kulturen dieser Pilze waren vor etwa 1 Jahre von Herrn 
Prof. Nakazawa dem Laboratorium zwecks Bestimmung tbergeben 
worden, die Herkunft war nicht genannt, sie waren mit den oben ge- 
gegebenen Buchstaben und Zahlen gezeichnet. Die Spezies waren 
aber leider auf Grund mangelnder Sporenbildung nicht festzustellen; 
obschon sie langere Zeit im Laboratorium fortgeziichtet wurden, er- 
schienen immer wieder nur helle oder leicht gefarbte Decken ohne 
Sporen, mit einer Ausnahme (Mucor T 016101). 

Auf Saccharoselésung zeigten alle sowohl bei Zimmertemperatu 
wie im Brutschrank sehr langsames Wachstum, das gebildete Mycel 
wie auch meist die Decken waren submers. 


21 * 
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Die Kalkversuche mit teilweise unzusammenhaingenden unter- 
getauchten Decken zeigten nach 5 bis 7 Wochen keinerlei Verinderung. 
Sie seien hier trotzdem aufgenommen, obschon iiber Saurebildung 
nichts Bestimmtes gesagt werden kann. 

Nur die Fallungen mit Alkohol lieferten geringe Mengen Kalksalz ; 
dies gab weder positive Denigés- noch /-Naphtholreaktion, fiir weitere 
Untersuchungen reichte es nicht. 


Tabelle XII. 





Ca-Salz 


Pilz Nr. m0 Saccharon Gardauer aus Alkoholfallung 
ecm g Tage g 
T 010101 1 60 12 49 0,25 
T 0301 04 2 30 6 39 0,11 
T 050205 3 59 ! 33 Spuren 
C 05 03 02 4 50 10 35 0,15 
B 010401 5 30 6 41 0,14 


Die kalkfreien Versuche (20°, Saccharose) zeigten ebenfalls nur 
juBerst geringe Ansiuerung. 


Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung: 





T 010101 T 030104 T 050205 T 050302 B 0610401 
Nach 1 Woche ..... 3,0 19,8 23,0 17,2 6.6 
of a 3,6 21,8 23,2 20,6 7.4 
tia a Peislal sok 4.4 26,2 26,8 18,4 8.6 
a oe a Aas. ee 4.8 24.6 27,4 17,8 8.4 
5 . ae hae ee 5,0 - 27,0 14.4 
6 “ - 
ae — 24,5 


13. Holzpilze. 

(Coniophora cerebella Schrét. und Merulius lacrimans Schum.) 

Die Versuche mit diesen beiden Pilzen, die als Oxalsdure-Bildner 
bekannt sind, verliefen gleichfalls im Sande. Es gelang mir leider 
nicht, trotz langerer Kultur auf den verwandten Nahrlésungen (Saccha- 
rose und Glucose mit organischem wie anorganischem Stickstoff) 
von jedem Pilz mehr als eine brauchbare Decke heranzuziehen. 


Die Titrierversuche ergaben besonders fiir Coniophora nur geringe 


Ansduerung. . 




















~ 
— 
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Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem ZuckerlOsung 





Merulius lacrimans Coniophora cerebel 

Nach 1 Woche 3,8 3,6 

2 Wochen 5,0 4.2 

3 . 11,2 4.4 

‘ 11,6 5,8 
~ . 13,8 
» ‘ 14,6 

C. Bildner von anderen, zum Teil unbestimmten organischen Saurey 


(Gluconsdure fehlt.) 
14. Aspergillus Oryzae Ahlb. 


Der bekanntlich in Japan technisch (zur Saké-Darstellung) verwandte 
oft! untersuchte Pilz wurde zuletzt von Tamiya und Hida (12) hinsichtlich ’ 
seines Sauerungsvermégens geprift. Diese fanden in Rohrzuckerversuchen 
neben viel Kojisdure eine zweite Saéure, die sie auf Grund der Farben 
reaktion mit B-Naphthol L Schwefelsdure als Gluconsdure bezeichneten. 


Mein Pilz stammte von einer seit langen Jahren im Laboratorium 
weitergeziichteten Reinkultur, wuchs aber bei 30° ungeschwacht seh1 
flott zu sporenbildenden Decken heran. Sein Sauerungsvermdégen auf 
15- bis 20°,igen Saccharoselésungen war nur schwach, doch schieden 
sich nach 4 Wochen hauchdiinne Ca-Salzkrusten (Ca-Citrat) an der 
Glaswandung ab. 

An Sauren wurden im Gegensatz zu Tamiya und Hida (|. c¢.) nur 
Citronensdure, keine Gluconsdure, erhalten; die Alkoholfdllung der 
Kulturfliissigkeit lieferte geringe Mengen eines nicht definierbaren 
amorphen, an der Luft zerflieBlichen Ca-Salzes. Dieses sublimierte nicht, 
verbrannte ohne Aufblihen, gab keine Denigés-Reaktion, mit {-Naphthol 
dunkelblaugriine, schwach fluoreszierende Fliissigkeit und kein Phenyl- 
hydrazid, sondern statt dessen ein in kochendem Wasser fast unl6sliches 


braunes Ca-Salz. 
Tabelle XIII. 





Ca-Citrat 


(Citronensaure) Ca-Salz Citronensiure 
. s Alkohol des 
Nr H,0 saccharose (rardauer ays Boden- aus Kultur- “) A oan engurendben 
kOrper fliissigkeit ekers 
eem xz Tage g g 4 
1 149 9S 34 0.40 0.19 0.65 1.6 
(0.30) (0.14) 
2 120 24 44 1,95 0,08 0,78 3,5 
(0.77) (0,96) 
3 250 37,5 34 1,40 0,33 0,87 3,4 
(1.03) (0,24) 


Versuch | bei Zimmertemperatur, Versuch 2 u. 3 bei 30° 


1 


Siehe z. B. Sakaguchi, Nippon Gakujitsu Kyokai 1929, dieser fand 
(iluconsdure bei den meisten Varietaten. 
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Ein Versuch ohne Kreidezusatz auf 20°,iger Saccharoselésung zeigte 
folgenden Laugenverbrauch: 


Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung: 


nach 1Woche..... 80 
2Wochen. .... 9,4 
3 - “rire: 
4 12.0 
5 12.8 0,1 °., Citronensaéure 


15. Aspergillus Ostianus Wehm. 

Der seit langem bekannte gelbbraune Pilz wurde auch von Tamiya 
und Hida (12) auf seine Séuerungsfahigkeit hin untersucht. Diese fanden 
nach 21 Tagen Kulturdauer nur geringe Mengen Citronensdure, keine 
Gluconsdure. 

Mein Pilz bildete bei 27° in 10 bis 14 Tagen diinne Decken mit 
reichlicher Sporenbildung, doch erhielt ich aus 10- bis 20°, igen Saccha- 
rose-Kalklésungen durch Alkoholfillung nur geringe Mengen eines 
Ca-Salzes unbestimmter Natur. Citronensdure als Citrat wurde weder 
im Bodenkérper noch in der Kulturjliissigkeit festgestellt; desgleichen 
keine Gluconsdure. 

Tabelle XIV. 





Bats , es eee Ca-Salz aus 
Nr. Hy Saccharose Gardauer Alkoholfallung Bemerkungen 
cem fig Tage a4 

1 100 20 22 0,22 ) WeiBes Pulver, das 
9 9 OF | auf dem Filter an der 
~ 100 <0) 41 0,25 | Luft braun, amorph 
3 200 40 36 1,22 und plastisch wird 

4 300 30 31 0.94 | Braunes Pulver und 
Dd 950 25 34 1.97 {| amorphe Brocken 


‘Verhalten des Ca-Salzes: Nicht sublimierbar, verglimmt unter 
Aufblahen, Denigés-Reaktion negativ, {-Naphthol dunkelrotbraune 
Fliissigkeit. Nach vierstiindigem Erhitzen der mehrmals umkristalli- 
sierten Substanz mit Phenylhydrazin + Essigsdure auf dem Wasser- 
bad haben sich nur Spuren eines schwefelgelben, in kochendem Wasser 
schwer léslichen, im kochenden Alkohol wenig léslichen, Phenyl- 
hydrazids vom Schmelzpunkt 204 bis 206° (Bernsteinsiure-Diphenyl- 
hydrazid ?) gebildet. Die Hauptmasse des Ca-Salzes war unverandert. 

Ansduerung in einem Versuch (20°, Saccharose) ohne Kreide: 


Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem Zuckerlésung: 


nach 1.Woche oe. 
Sede... « 2 OB 
3 Pe oie 7.0 
4 a on ee 


> - ime .s ae 




















Bildung von Gluconsaure durch Schimmelpilze. 317 


16. Aspergillus clavatus Desmaz. 

Tamiya und Hida (12) fanden bei diesem Pilz neben etwas Citronen- 
sdure und Kojisdure angeblich auch Gluconsdure (durch Farbenreaktion 
nachgewiesen). 

Meine bei 27° innerhalb 8 bis 12 Tagen herangezogenen tippigen 
Decken hatten auf den Kreidebodensatz der 20°,igen Saccharose- 
lésungen keine sichtbare Wirkung; er war nach 42 Tagen noch unver- 
andert, das Sauerungsvermdégen war sehr gering. 

Es war (entgegen Tamiya und Hida, |. c.) bei meinem Pilz weder 
Gluconsdure noch Citronensdure nachweisbar. Die geringen Mengen 
des durch Eindampfen der Kulturfliissigkeit und durch Alkoholfallung 
erhaltenen Ca-Salzes waren nicht definierbar. 


Tabelle XV. 





Schwer lisliches Ca-Salz 
x H,0 Saccharose Gardauer Ca-Salz aus ius 
ale Kulturftliissigkeit Alkoholfaillung 
cem g Tage g Xx 
1 100 20) 3 0,23 0,10 
2 109 20 4? 0,32 0,33 
3 300 30 32 Spuren 1.09 


Mit den Ca-Salzen wurden folgende Reaktionen vorgenommen: 

a) Ca-Salz aus eingedampfter Kulturfliissigkeit: Quadratische 
Saiulen und Nadeln, Denigés-Reaktion negativ, f} Naphthol schmutzig 
dunkelrot mit wenig dunkelgriiner Fluoreszenz, aut Pt-Blech plotzliches 
Verglimmen; nach dem glatten Lésen in verdiinnter Salzsdure fiallt 
es beim Neutralisieren mit Ammoniak in der Kalte wieder amorph aus 

b) Ca-Salz aus Alkoholfdllung: Amorphe’ Brocken, Denigés- 
Reaktion negativ, $-Naphthol dunkelrotbraun, sublimierbar, auf 
Pt Blech Sintern und Verglimmen, fallbar durch Pb-Acetat (mikro- 
skopisch kleine Kiigelchen). Mit Phenylhydrazin + Essigsdure wurde 
nach vierstindigem Erhitzen auf dem Wasserbad neben Spuren eines 
wasserschwerléslichen braunen auf dem Pt-Blech stark aufblihenden 
Ca-Salzes (wie bei A. Ostianus) ein schwefelgelbes Phenylhydrazid vom 
Schmelzpunkt 204 bis 206° (Bernsteinséiure Diphenylhydrazid ?) er- 
halten. Die tiber das Bleisalz hergestellte freie Siure war ein Sirup, 
Natur zweifelhaft. 

Der Titrierversuch mit 20°, Saccharose zeigte folgende Saure- 


ansammlungen: 


Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 cem ZuckerloOsung: 


nach 1 Woche ie = ae 
Swede «.« « 8A 
3 ii “ oe 12.8 
4 13,8 
5 21.0 
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17. Penicillium corymbiferum Westl. 

Uber Saurebildungsvermégen ist bei diesem Pilz bislang nichts 
bekannt. Das Wachstum bei 25° war gut, so daB in 5 bis 10 Tagen 
starke Decken (ohne Koremien) gebildet waren. Sie zeigten auf 15- bis 
20°,igen Saccharoselésungen mit Kreide lebhafte Wirkung: letztere 
verschwand fast vollsténdig, ohne daB sich ein Ca-Salz ausschied. 
Der Pilz siuerte also erheblich. 

Gluconsdure war nicht nachweisbar, dagegen wurden durch Ein- 
dampfen der Kulturfliissigkeit und durch Alkoholfaillung erhebliche 
Mengen eines Ca-Salzes erhalten, dessen eingehende Untersuchung 
leider zu keinem ganz prizisen Resultat fiihrte. 


Tabelle XVI. 





Schwer lisliches Ca-Salz aus Kultur- 


Nr H,O Saccharose Gardauer Ca-Salz flissigkeit u. durch 

ati aus Bodenkérper Alkoholfallung 
ecm g Tage g v 

1 100 20 21 Spuren 4.21 

2 100 20 42 * 1,76 

3 250 25 14 i 2,65 

4 390 45 32 ° 10,86 


Untersuchung des Ca-Salzes. 

Das Ca-Salz schied sich beim Aufkochen der Girfliissigkeit aus, 
ging aber beim Filtrieren durch den HeiBwassertrichter und der Rest 
auf dem Filter beim Auswaschen (bei 81°) wieder in Lésung. 

Die mit Alkohol sofort gefillte Hauptmasse zeigte mikroskopische 
Kiigelchen und Kérnchen. Nach 24 Stunden war weiteres Ca-Salz in 
Form von kleinen Sternchen auskristallisiert, und beim Einengen 
schieden sich Nadeln und Lanzetten in Rosettenform ab. 

‘Noch andere Kristallformen erhielt ich, wenn ich die wasserige 
Lésung des Salzes erhitzte, einengte und zur Trockne eindampfte, oder 
das mit Alkohol gefallte Ca-Salz in Salzsiure liste, mit Ammoniak 
neutralisierte und kochte. Auch hier ging das sich beim Kochen aus- 
scheidende Ca-Salz dicht unter dem Siedepunkt des Wassers wieder 
in Lésung. 

Reaktionen. 

B-Naphthol. Die Alkoholfallungen ergaben immer dunkelblaue bis 
dunkelblaugriine Fliissigkeiten ohne Fluoreszenz. Die Kristallisationen 
aus Wasser oder Salmiaklésung ergaben gelbgriine Fliissigkeiten mit ge- 
ringer Fluoreszenz. 

Resorcin ergab rotbraune Fliissigkeit. 

Denigés-Reagens auf Citronersdure: negativ. 

Denigés-Reagens auf Apfelsdure: hellbraune Fallung. 

Sublimation: unsicher. 

Auf dem Pt-Blech sich briunend, stark aufbléhend, verglimmend. 
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Bleiacetat. In der Kalte Fallung des sehr voluminésen Pb-Salzes in 
mikroskopisch kleinen Kiigelchen. Der Niederschlag anderte sich auch beim 
langeren Erhitzen auf dem Wasserbad nicht. 

Phenylhydrazin. Aus 2g Alkoholfallung wurde 1 g braunes Phenyl 
hydrazid erhalten, das, in kochendem Wasser und Alkohol (96°, ig) fast 
unléslich, nach wiederholtem Digerieren mit heibem Alkohol schlieBlich 
bei 218 bis 222° schmolz. Daneben entstanden Spuren eines in kochendem 
Wasser léslichen braunen Phenylhydrazids vom Schmelzpunkt 193 bis 197° 
und eines in kochendem Alkohol léslichen gelbbraunen Phenylhydrazids 
vom Schmelzpunkt 176° (Gemenge 7). 

Zwei Verbrennungen des bei 218 bis 222° schmelzenden Phen ylhydrazids 
lieferten folgende Zahlen: 

l. 0,1119g Substanz: 0,2500 g COs, 0,0602 g H,O. 
2. 0,1151 g = 17,3cem N (755mm und 21°). 


Mithin hatte das Phenylhydrazid folgende Zusammensetzung: 
61,00 °, C 6,04°, H 17,34°, N 16,62 % C. 


In der Literatur? fand ich fiir das Ap/felsdure-Bisphenylhydrazid, 
CygH,gN,O, (Mol.-Gew. 314), folgende Zusammensetzung: 61.2% C 
5,7°, H, 17,8°, N, 15,3°, O. Fischer und Passmore! geben fiir diese Sub- 
stanz den Schmelzpunkt 220 bis 225° an. 


Léslichkeitsbestimmung des Ca-Salzes. 


In Wasser von 29° lésten sich 2,96 °%. 





In der Literatur (Beilstein, 3, 426, 1921) findet sich fiir das mit 3 
Wasser kristallisierte neutrale Ca-l-malat folgende Angabe: ..100 Wasser 
von 15° lésen 0,839 g Trihydrat, die Léslichkeit nimmt aber mit steigender 
Temperatur ab, wohl unter Bildung niedrigerer Hydrate. Trotz der geringen 
Léslichkeit des neutralen Ca-1-malats, scheidet sich das Salz bei der Bildung 
nur schwierig ab.‘‘ 

Wassergehalt. 


Einwage: 0,1128 g Ca-Nalz 


nach 1 Stunde bei 115°: 0.0191 g@ Wasserverlust 17.0 
2Stunden ., 115°: 00,0201 ¢ aS 17.8 
3 e .. 115°: 0,0209 ¢g na 18.5 
18 $3 » 115°: 00,0211 ¢ - 18,7 


Dieser Wassergehalt entspricht ungefahr dem eines neutralen Ca- 
Malats, mit 2 H,O kristallisierend, von dem in der Literatur nichts bekannt ist. 


CadO-Be stimmundg. 


0,0940 g Einwage liefern 0,0465 g CaSO, = 20,3°, CaO 
0.0597 g¢ - - 0.0313 g CasQ, 21,6 ' CaO 
0,1155 g ” »  0,0635 g CaSO, = 22,6°% CaO 


Der CaQO-Gehalt des neutralen Ca-Malas-3 H,O (Mol.-Gew. 226) be- 
tragt 24,8° 





Ber. Deutsch. Chem. Ges. 22, 2734, 1889. 
2 Richter, Lexikon der Kohlenstoffverbindungen 8, 3283, 1911. 
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Darstellung der freien Sdure. 

Das Ph-Salz wurde durch Schwefelwasserstof/ zersetzt, das gebildete 
Bleisulfid abfiltriert und das Filtrat eingedampft. Es hinterblieb ein hell- 
gelber Sirup, der, in Alkohol und Ather leicht léslich, trotz wochenlangem 
Aufbewahrens im Vakuumexsikkator nicht zu Kristallen erstarrte. Beim 
allmaéhlichen Erhitzen des Sirups wurde seine Farbe dunkelrotbraun; 
von 75° an trat unter Zersetzung Entwicklung von weiBen, stark sauer 
riechenden Dampfen ein, die sich nicht kondensierten. Es _ hinterblieb 
schlieBlich eine zéhfliissige, kohlige Masse. 


Ergebnis der Untersuchung. 


Wenn auch die Verbrennungen des Phenylhydrazids, das chemische 
Verhalten des Ca-Salzes, und schlieBlich auch dessen mikroskopisches 
Aussehen darauf hindeuten, daB es sich hier um 1-Apfelsdure handelt, 
so wird dies doch durch die Nichtkristallisierbarkeit der vorliegenden 
Saure wieder in Frage gestellt. Wahrend auch das Verhalten des 
Pb-Salzes (Pb-Malat soll laut Literatur frisch gefallt einen flockigen, 
bald kristallin werdenden Niederschlag bilden, der unter siedendem 
Wasser harzartig zusammenschmilzt) sowie die Léslichkeitsbestimmung 
des Ca-Salzes Apfelsture fast auszuschlieBen scheint, deuten die 
f-Naphtholreaktion, die CaO- und Wassergehaltsbestimmungen und vor 
allem auch das Auftreten von geringen Mengen anderer Phenylhydrazide 
neben dem bei 2/8 bis 222° schmelzenden darauf hin, daB ich ein Sdure- 
gemisch (A pfe lsdure die Hauptmasse bildend) vor mir habe. So erklart 
sich vielleicht auch die Nichtkristallisierbarkeit der h6chst wahrscheinlich 
vorliegenden A pfelséure. 

Die Ansiuerung in einem Versuch ohne Kreide mit 20°, iger Saccha- 
rose-Lésung war nur sehr gering, wie folgende Zusammenstellung zeigt : 


Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100 ccm Zuckerlésung: 


nach 1 Woche... . . 30.8 
2Wochen. ... . 41,0 
3 a aes 
4 i . os ke a 


18. Rhizopus nigricans Ehrenbg. 

Dieser Pilz ist auf sein Séuerungsvermégen wiederholt untersucht 
worden, als Saéuren wurden Fumarsdure und Bernsteinsdure angegeben'. 

Mein Versuchspilz war von einer faulen Tomate isoliert; er bildete 
auf Glucose mit Glykokoll als N- Quelle bei Zimmertemperatur in 13 Tagen 
Decken, wuchs aber nicht mehr bei 37°. 

Das Siuerungsvermégen war nicht erheblich, 15°, ige Saccharose- 
Kalklésungen zeigten in 4 Wochen keinerlei Verinderungen. Erhalten 


. ) Ehrlich (Ber. Deutsch. Chem. Ges. 44, 3741, 1911) fand auBerdem 
etwas d, p-Oxryphenylmilchsdure aus dem als N- Quelle verwandten T'yrosin. 
Butkewitsch u. Fedoroff, diese Zeitschr. 219, 87, 1930. 
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wurden sowohl durch Eindampfen der Kulturfliissigkeiten als auch 
durch Alkoholfallung geringe Mengen Ca-Salz, das als im werentlicher 
aus Ca-Fumarat bestehend identifiziert werden konnte. Gluconsdure 
wurde nicht nachgewiesen. 


Tabelle XVII. 





Schwerlisliches Ca-Salz 


Ca-Salz 
Nr. H, 0 Saccharose Ga&rdauer aus Boden- aus Kultur- aus 
™ kirper fliissigkeit Alkoholfallung 
cem g Tage g £ £ 
l 100 15 28 0 0,29 1,29 
2 300 45 29 0 0,30 2,73 


Sowohl das durch Eindampfen der Kulturfliissigkeit gewonnene 
Ca-Salz als auch das durch Alkoholzusatz erhaltene wurde mit ver- 
diinnter Salzsiure behandelt: aus ersterem erhielt ich eine geringe 
Menge rein weiber Fumarsdure vom Schmelzpunkt 286°, aus der Alkohol- 
fallung schwach gefirbte Fumarsdure vom Schmelzpunkt 281°. Nach 
dem Abfiltrieren der Fumarsadure gaben beide salzsauren Lésungen beim 
Neutralisieren mit Ammoniak in der Kalte geringe amorphe Fillung 
von Ca-Salz, mit folgenden Reaktionen: Sublimation positiv, auf 
Pt-Blech Braunen, Aufblahen und Verglimmen, Denigés-Reaktion 
negativ, £-Naphthol schén dunkelgriin. 


Die Siureansammlung in einem kreidefreien Versuch auf 20° iger 
Saccharoselésung war nur gering: 


Verbrauchte Kubikzentimeter n/ 10 NaOH auf 100 com Zuckerlésung: 


nach 1Woche.... . 20,6 
2Wochen. ... . 25,8 
3 se ; . ts oe 
4 ss ums ae ee 
te --—s <0 oe 


19. Botrytis cinerea Pers. 


Die Art war von dem verschimmelten abgebliihten Blitenkopf 
einer Sonnenblume, der im Laboratorium zum Trocknen ausgelegt war, 
isoliert ; er bildete dort dunkelgraue dichte Rasen. 


Der Pilz wuchs bei 27 bis 30° in kurzer Zeit zu diinnen Decken 
heran, auf 10- bis 20°,igen Saccharoselésungen mit Kreide zeigte er 
nur in einem Falle (auf einer 10°,igen Lésung) starke Abscheidung 
von Ca-Sa!lzen. Wahrend von Botrytis cinerea seit langem Oxalsdure- 
bildung bekannt ist, wurde in den Versuchen mit vorliegendem Pilz 
nur Citronensdure eindeutig festgestellt, Gluconsdure fehlte. 
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Tabelle XVIII. 





" . wissen Ca-Salz Citronensaure 
Nr.|' H, © | Saccha-' Gar- aus “le des 
rose dauet aus Boden- aus Kultur- Alkoholfillung @"ewandten 
kérper fliissigkeitg Zuckers 
eem g Tage g g g 
l 30 5 7 Spuren Spuren 0,08 : 
2 30 5 14 - 0,09 O15 1,4 
(0,07) 
3 30 6 18 a 0,09 0 1,2 
(0,07) 
4 200 40 34 i 041 0,27 0.5 
(9,30) 
5 800 45 25 1,94 0,38 0,63 3,8 
(1,43) (0.28) 
6 250 25 33 4,62 0,27 1,28 14.4 
(3,40) (0,20) 


Versuche 1 bis 4 bei Zimmertemperatur, Versuche 5 und 6 bei 27 bis 300 


Das durch Alkohol gefillte amorphe Ca-Salz gab mit Denigés- 
Reagens keine Fillung, mit /-Naphthol eine schmutzig blaugriine 
Fliissigkeit und verglomm auf dem Pt-Blech ohne Aufblihen. Bei 
dem Versuch, ein Phenylhydrazid aus ihm darzustellen, erhielt ich nur 
ein in kochendem Wasser schwer lésliches hellbraunes Ca-Salz. 

Der Titrationsversuch mit 20°, iger Saccharoselisung ergab nur 


schwache Saéureansammlung (bis 0,3°,, Citronensdure). 





Verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH auf 100cem Zuckerlésung: 


nach 1Woche..... 6,2 
2Wochen. ... . 19,2 
3 ‘> Ace nS a 
4 be o «© co ts te OO, 8 = 0,3 % Citronens&ure 


V. Zusammenfassung. 

Nach den vorstehenden Ergebnissen sind keineswegs alle M ycelpilz 
Gluconsdurebildner: diese Siure wurde (wenn Saccharose als Substrat 
gegeben wurde) nur in neun Fallen gefunden, in sechs Fallen fehlte 
sie ganz, wahrend in 14 Fallen die Siuerung so gering war, da® ihr 
Vorhandensein zweifelhaft bleiben muBte. 

Bei Aspergillusarten wurde Gluconsdure gefunden nur bei A. luchu- 
ensis, A. X und A. Wentii, nicht dagegen bei A. Oryzae, A. Ostianus und 
A. clavatus. (Bei A. niger u.a. ist sie schon langer bekannt, s. 8.295.) 

Bei Penicilliumarten wurde sie gefunden bei P. oxalicum und zwei 
Stimmen P. luteum-purpurogenum. Bei zwei Stammen von P. luteum 
war sie zweifelhajt, bei P. corymbiferum fehlte sie ganz (vgl. oben). 

Von Citromycesarten bildete nur Citromyces Nr.7 der Sammlung 
die Siure, waihrend sie bei Citromyces Nr. 21 der Sammlung, C. Pfefferia- 


nus und C. lacticus zweifelhaft blieb. 
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Keine der untersuchten Rhizopusarten lieB Gluconsdurebildung 
deutlich erkennen; waihrend dies bei Rh. nigricans sicher erwiesen 
werden konnte, blieb es bei Rh. Delemar und Rh. Nr. 1 Nill infolge 
der minimalen Saiuerung zweifelhaft. 

Unter den Holzpilzen konnte nur Polyporus vaporarius als Glucon- 
sdurebildner festgestellt werden, Merulius lacrimans und Coniophora 
cerebella muBten zweifelhaft bleiben 

Die einzige untersuchte Mucorart (Mucor plumbeus) bildete Glucon- 
sdure, Botrytis cinerea dagegen nicht. Zweifelhajt bleiben muften die 
fiinf unbestimmten japanischen Pilze. 

Von anderen bekannten Garungsséuren wurden noch Citronensdure 
und Fumarsdure eindeutig festgestellt, von denen zumal die letztere 
bei Rh. nigricans und A. Wentii von Interesse ist. Oxalsdure wurde, 
da sie in kleinen Mengen als Ca-Salz fast regelmaiBig zugegen ist, nicht 
weiter beriicksichtigt. 

Tabelle XIX. 








ilzart eS 3 = s 
2% a 
“ L- x E 
Aspergillus luchuensis . ....... } 1 0 0 0 
X (Varietat v. A. luchuensis ?) + + () 0 0 
- ee eee are -4. + n 0 os 0 
* Oryzae ... a ; 0 =f 0 0 
® Ostianus Se ee se 0 0 () 0 
- en. Wh See ) 0 0 nT i 
Penicillium corymbiferum .... . 0 0 0 (?) 
oxalicum . ee 5.) ee ee de 1 0 0 0 
“ luteum Stamml ..... y 0 0 0 
luteum Stamm2 ..... ? 0 0 0) 1 (9) 
luteum-purpurogenum Str. A 4 0 0 0 (?) 
” luteum-purpurogenum Str. B + ) 0 0) + (7) 
Citromyces Nr.7 der Sammlung .. . + Lt 0 0 0 
‘“ Nr. 21 der Sammlung... , 4. 0 (0) 
Ze Pfefferianus ....... ? 0 0 
. SS Ee a ? 4 0 0 
eNOS TOU kt tt ? 0 0 0 
De ec Ge we a 2 0 0 0 
; nigricans ae ee ee ee 0 () -+ 0) 
Polyporus vaporarius ....... i 0 (0) 0 0 
Merulius lacrimans ....... ; ? ? * ? 9 4 
Coniophora cerebella. ........ ? ? ? 
Mucor plambeus ......4...-. ah 0 0 () 4. (9) 
bi trytis Species unbestimmt .... 0 4 0 0 
T 03 OL O04 at ge 2s ? 0) 0 () 
| T 05 02 05 . ; ? 0) 0 
Fiinf unbestimmte C 05 08 02 ) Q 0 0 7 
japanische Pilze B010401.. |, 4 a 0 a 
. & } im ? 0 0 0) 


* Die meist als Ca-Salz in den Deeken abgeschiedene Sadure ist hier nicht beriicksichtigt 





: 
' 
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Von Interesse ist die Girung des P.corymbiferum, bei der der 
Kreidebodensatz fast vollstindig verschwand, ohne daB sich ein Ca-Salz 
aus der Lésung abschied. Die hier vermutlich vorliegende A pfelsdure 
konnte leider nicht restlos klargestellt werden. 


Abweichend von der Literatur wurde festgestellt, daB P. oxalicum 
hier nicht Oxalsdure, sondern Citronensdure bildete. 


In kalkfreien Versuchen fand fast durchweg nur eine bescheidene 
Anséuerung statt; selbst bei Pilzen, die bei Kreidegegenwart bis zu 
50% des Zuckers an Kalksalz lieferten (z. B. bei A. luchuensis), iiber- 
stieg die freie Saure selten 7°,,, war meist aber weit geringer. Entweder 
hemmt die wachsende Aziditat die weitere Saiurebildung, oder es wird 
Saure dauernd wieder zerst6ért, es kann auch beides in Frage kommen 
und in bei den einzelnen Pilzen verschiedenem Grade. 


Samtliche untersuchten Pilze hatten die Fahigkeit, die gebotene 
Saccharose zu invertieren, bilden also das Enzym J/nvertase. 


Wenn Gluconséurebildung nur bei bestimmten Pilzarten nach- 
gewiesen wurde, so fragt es sich, ob nur diese das oxydierende Enzym 
(Glucoseoxydase) bilden, die anderen aber nicht, oder ob bei letzteren 
nur deshalb keine Séure nachweisbar ist, weil sie hier unter den ein- 
gehaltenen Umstianden alshald wieder zersetzt wird, die Oxydation 
also sogleich tiber die Gluconsiure hinausgeht. Dies ist sehr wohl 
moglich, denn die Saure ist ja faktisch nur Zwischenprodukt, auch das 
angesammelte Ca-Salz kann bekanntlich mit der Zeit unter Bildung 
von CaCO, wieder zersetzt werden { Wehmer (5)]. 


Natiirlich ware es ja méglich, dab die Oxydase nur bei bestimmten 
Pilzen vorhanden ist, anderen aber fehlt, aber ebensogut kann das 
Ergebnis noch durch andere Momente bestimmt werden und die An- 
sammlung der Séure in den Kulturen z. B. nur dann stattfinden, wenn 
die betreffende Pilzart sie trager weiterzersetzt als andere, bei denen 
die Saéure deshalb nicht mehr nachweisbar ist. Dann wiirde die Oxydase 
in beiden Fallen vorhanden sein und ein Unterschied der Pilze nach 
dieser Richtung nicht bestehen. 

Es bliebe auch noch zu zeigen, ob nicht unter variierten Versuchs- 
bedingungen andere Ergebnisse herauskommen und sich so einige Ab- 
weichungen von den Angaben friiherer Untersucher erklaren. 
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Uber die Muttersubstanz 
des im Blut und Muskel entstehenden Ammoniaks. 


Von 
Ek. Freund und B. Lustig. 


(Aus dem chemisch-pathologischen Laboratorium der Krankenanstalt 
Rudolf-Stiftung Wien.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1931.) 


Parnas' hat gegeniiber unserer Arbeit ..Zur Frage des Gehalts an 
Ammoniak und dessen Muttersubstanzen in Blut und Muskel‘‘? mehrere 
Einwénde erhoben. Er beméngelt, daB wir aus der Abspaltbarkeit von 
Ammoniak in der Eprouvette auf eine Abspaltung von Ammoniak im 
Organismus schlieBen und daB auBerdem Adeninnucleotid mit Kalilauge 
iiberhaupt kein Ammoniak abspaltet, daB somit die Grundlage fehlt, in 
der mit Nessler erhaltenen griinen Substanz die Muttersubstanz des 
Ammoniaks in Blut und Muskel zu sehen. Wir kénnen demgegeniiber 
darauf verweisen, daf diese Tatsachen keineswegs fiir uns Grundlagen 
unserer Behauptung waren. 

Unsere Grundlagen fiir die Annahme von Anderungen der bisherigen 
Ansichten tiber die Ammoniakexistenz in Blut und Muskel® liegt darin, 
da8 man |. bei kalter EnteiweiBung frischen Materials mit Nessler iiberhaupt 
keing Braunfallung bekommt, obwohl ein Zusatz von 0,1 mg-°, Ammoniak 
zu dem gleichen Material als geringe, aber deutliche Braunfarbung des 
griinen Nessler-Niederschlags sich nachweisen laiBt; 2. daB das gleiche Blut 


Diese Zeitschr. 239, 18, 1931. 

2 Ebendaselbst 232, 442, 1931. 

8’ Die von Parnas als MiBversténdnis aufgefaBte Bemerkung unserer 
Einleitung, .,daB die Vermehrung der Hypoxanthinbildung nicht die 
gesamte Ammoniakabspaltung erklart‘‘, bezieht sich in erster Linie auf 
die Arbeit von Mozotowski’ (diese Zeitschr. 206, 150, 1929) iiber die 
Ammoniakmuttersubstanz des Blutes, laut welcher nur ein Drittel des 
abgespaltenen Ammoniaks aus dem Adeninnucleotid des Blutes stammt. 
Fiir den Muskel nahmen wir auf Grund der Arbeiten von Parnas (diese 
Zeitschr. 206, 16, 1929) dhnliche Verhaltnisse an, da laut Parnas auch 
bei traumatischer Ammoniakbildung oder unter anaeroben Verhaltnissen 
die gefundene Hypoxanthinvermehrung nur bei Winterfréschen, nicht 
aber bei Sommerfréschern eine geniigende Erklérung fiir das entstandene 
Ammoniak bildet. 
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und Muskelmaterial, wenn es einige Zeit gestanden hat, oder im Vakuum 
erhitzt wurde (wie es bei den gewéhnlichen Ammoniakbestimmungen der 
Fall ist), mit Nessler einen deutlichen braunen Niederschlag liefert; 3. daB 
wir beim Zersetzen des mit Nessler erhaltenen griinen Niederschlags eine 
der gewohnlich gefundenen Ammoniakmenge entsprechende Nessler-Farbung 
erhalten. 

Das sind die Grundlagen, aus denen wir den Schlu8 ziehen muBten, 
da8 Ammoniak im frischen Material nicht vorkommt und da der griine 
Nessler-Niederschlag eine spezifische Beziehung zu den Muttersubstanzen 
des im Blute bei der Darstellung gefundenen Ammoniaks habe. Schon 
daraus, daB wir die Existenz von Ammoniak im Blute leugnen, geht hervor, 
daB wir weniger Wert darauf legen, aus welchen Substanzen das Ammoniak 
beim Absterben entsteht. Wir haben nun in Beriicksichtigung der Arbeiten 
Embdens, Parnas’ und ihrer Mitarbeiter versucht, eine Briicke zwischen 
den von uns gefundenen Carbaminséuren und dem von den friiher genannten 
Verfassern als Muttersubstanz angesehenen Adeninnucleotid zu finden, 
und wir haben tatséchlich im griinen Niederschlag nicht nur Carbamin- 
séure, sondern nach Darstellung und Zersetzung des griinen Niederschlages 
nach Parnas, auch die Bruchstiicke von Adeninnucleotid (Pentosen, organisch 
gebundener Phosphor, Adenin) finden kénnen', und haben auf die Méglich- 
keit einer solchen Erklarung auch durch die in der Eprouvette erhaltene 
Abspaltbarkeit von Ammoniak hingewiesen. Gegeniiber der Vermutung 
von Parnas, da®8 wohl jeder friihere Autor Nessler zum Nachweis des 
Ammoniaks in kalt enteiweiBten Filtraten angewendet hat, muB es als 
auffallend bezeichnet werden, daB kein Beobachter auf den griinen Nessler- 
Niederschlag aufmerksam gemacht hat. Wir wiirden aber sehr erfreut 
sein, wenn die Natur des griinen Niederschlags auch von anderer Seite 
néher aufgeklart wird. 

Wir glauben daher an dem Schlu8wort unserer Arbeit, ,,daB neben dem 
Adeninnucleotid Carbaminséureverbindungen als Ammoniakmuttersubstan- 
zen vorkommen“, festhalten zu miissen. 


' Eine Identifizierung der nach Spaltung des Uranylphosphatnieder- 
schlags erhaltenen Substanzen mit dem urspriinglichen Adeninnucleotid 
ist von uns nirgends behauptet worden. Die Zersetzung geschah zwecks 
Nachweises der Spaltprodukte des Adeninnucleotids. Der nach der Zer- 
setzung mit Nessler erhaltene griine Niederschlag wurde nicht als Adenin- 
nucleotid, sondern als eine der Ammoniakmuttersubstanzen betrachtet. 
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Untersuchungen itiber den Gehalt der Haut und des Blutes an 
diastatischem Ferment und dessen biochemische Bedeutung bei 
Hautkrankheiten. 


I. Mitteilung: 
Uber das diastatische Ferment der Haut bei Hautgesunden. 


Von 
Berta Ottenstein. 
(Aus der Universitaétshautklinik Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bis zu den Untersuchungen von Wohlgemuth und seiner Schule war 
iiber die Fermente der Haut nur wenig bekannt. Nach Metrowski enthalt 
die Haut ein Adrenalin oxydierendes Ferment, die Adrenalase; Thannhauser, 
Moncorps berichten tiber die Brenzkatechinase, und Bloch und Schaaf stellten 
in ihren Untersuchungen fest, daB die oberflachlichen Zellschichten ein 
pigmentbildendes Ferment, die sogenannte Dopaorydase, enthalten, das die 
Eigenschaft besitzt, ,,in spezifischer Weise die Oxydation des Brenzkatechin- 
derivats 3, 4-Dioxyphenylalanin katalytisch zu beschleunigen und die 
farblose Substanz in ein dunkles, unlésliches Produkt, das Dopamelanin, 
umzuwandeln*. 


1. Bisherige quantitative Bestimmung der Hautfermente. 


Die Untersuchung der Haut auf Fermente der Fett-. EiweiB- und 
Kohlenhydrat spaltenden Gruppe ist von Wohlgemuth und seinen Schiilern 
ausgefiihrt worden. 

Zunachst wurden Extrakte aus blutfreien Hautstiicken von Leichen bei 


einem px zwischen 7,1 und 7,5 auf ihren Gehalt an Diastase untersucht. 
2o0# 


Dabei ergab sich ein Wert, der zwischen d (Diastase) = = 16 bis 500 


schwankte. Diese Mengen sind nicht unbetraéchtlich: sie iibertreffen die 


* Der Quotient bedeutet Temperatur und Zeit, die zur Fermentation 
nétig waren. Der gefundene Wert (16 bis 500) bedeutet die Anzahl Kubik- 
zentimeter einer 1°,igen Starkelésung, die durch 1 cem Fermentlésung 
unter den Bedingungen des Versuchs nach Wohlgemuth bis zum Dextrin 
abgebaut werden. 
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Quantitaéten, die man mit der gleichen Methodik in der Leber finden konnte 


« 


(d a = 3 bis 8) und néhern sich den Werten des verhaéltnismaéBig diastase- 


reichen Serums. Auch die oberste Hautschicht. die mit Hilfe eines 
Thierschen Transplantationsmessers in feiner Schicht abgetragen und in 
gleicher Weise zur Extraktherstellung verarbeitet wurde wie die ganze 
Haut, ist verhaltnisma&Big reich an Diastase. Den groBen Reichtum an 
Diastase erklaren die Verfasser damit, daB die Haut die Diastase ausscheidet 
und in sich aufspeichert. Wohlgemuth erhielt in dieser Schicht die gleichen 
Werte wie in der gesamten Haut; ebenso enthalt das subcutane Gewebe 
nicht unbetréchtliche Mengen an Diastase, hier bewegen sich die Werte 


38° 
zwischen d =a = 32,5 bis 65. Melczer zweifelte die Resultate Wohl- 


gemuths an und fand, allerdings in ausgewaschenen Hautstiickchen, 
eine betrdchtlich geringere Fermentmenge. Seine Extrakte aus durchspiilter 
menschlicher Oberschenkelhaut (Epidermis + Coriumstiickchen) wiesen 
38° 

24h 
50°, diastaseérmer. Er gibt zu, daB das Gewebe infolge der Durch- 
spiilung mit Wasser stark 6dematés durchtrankt wurde. Wohlgemuth warnt 
spéitere Nachuntersucher vor dieser Art der Extraktherstellung, da man 
niemals tiber die Menge der tatsaéchlich verarbeiteten Haut orientiert ist. 
Es mu8 betont werden, daB die Wasserextraktionsmethode von beiden 
Autoren, auch die Methode von Sexmith und Petersen an Tierhaut mit 
wasserigen Suspensionen getrockneter und pulverisierter Hautstiickchen, 
keine sicheren Unterlagen bietet, die fiir die quantitative Bestimmung 
erforderlich sind. Denn die Zellzertriimmerung, von der die Menge der 
extrahierten Fermente abhangig ist, kann in keinem Falle eine gleich- 
maBige sein: daher wohl auch die groBen Schwankungen, die in Parallel- 
versuchen gefunden wurden. Konstantere Bedingungen scheint eine 
Extraktgewinnung mit Organpresse unter hohem Druck zu geben, wie 
sie von Bloch und Schaaf bei ihren Untersuchungen tiber Dopaoxydase 
angewendet worden ist. Ein st6render Faktor ist ferner der Blutgehalt der 
Haut, den Wohlgemuth und Mitarbeiter dadurch auszuschalten versuchen, 
daB sie blasse Haut verwendeten, und Seamith und Petersen begniigen sich 
damit, daB sie den Blutgehalt als konstant angenommen haben. 

Eine bessere Methode zur Untersuchung der Hautfermente lieBe sich, 
theoretisch betrachtet, vielleicht an der lebenden Haut mit Hilfe der Stanz- 
methode von Urbach durchfiihren. Dieser bedient sich zur Untersuchung 
lebensfrischer Haut an anorganischen und organischen Bestandteilen des 
von Kromayer angegebenen rotierenden Stanzzylinders, der eine lichte 
Weite von 1cm Durchmesser hat. Die zur Analyse verwendeten Haut- 
stiicke, die peinlichst genau vom subcutanen Fettgewebe befreit werden 
miissen, sollen bei menschlicher Haut etwa 100 mg wiegen. Mit ent- 
sprechenden Mikromethoden werden mit dieser Substanz quantitative 
Analysen ausgefiihrt, und es wird z. B. der Zuckergehalt der Haut zu 40 bis 
50 mg-°%,, also zu 45 bis 50° des Blutzuckerwertes gefunden. Nach oraler 
Belastung mit Traubenzucker kann der Zuckeranstieg in der Haut nach- 
gewiesen werden. Die Methode, die an sich zur Klarung mancher Probleme 
in der Dermatologie, so z. B. iiber die Beziehungen der Haut zum Kohlen- 
hydratstoffwechsel, sehr aufschluBreich ware, und die auch Urbach zur 
Aufstellung von Hautzuckerkurven gefiihrt hat, ist nach unserer Ansicht 


einen Diastasegehalt auf von d 16 bis 64, waren also um 30 bis 


99* 
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nicht ganz frei von Fehlerquellen. Obwohl Urbach angibt, daB die Trennung 
des subcutanen Gewebes vom Stratum reticulare bei der menschlichen 
Haut leicht durchzufiihren ist, so bleibt es doch fraglich, ob eine gleich- 
wertige Untersuchung mdéglich ist. AuBerdem ist ungeklart, in welcher 
Hautschicht (Epidermis oder Cutis) die Stoffwechselprodukte nachgewiesen 
werden. Das Hauptgegenargument gegen die Urbachsche Methodik ist 
aber die Schwierigkeit ihrer praktischen Durchfiihrung; denn aus leicht 
erklarlichen Griinden diirfte es nicht einfach sein, bei ein und demselben 
Patienten 6fters Hautstiickchen mit dem Stanzverfahren zur Untersuchung 
zu entnehmen. 


2. Theoretische Begriindung der eigenen Untersuchungen. 


Zur chemischen Untersuchung der Haut bzw. der Hautoberflaiche 
habe ich selbst einen anderen Weg eingeschlagen, der die Nachteile 
der geschilderten Methodik vermeidet und geeignet ist, exakte und 
beliebig oft zu wiederholende Versuche an demselben. Patienten durch- 
zufiihren. Meine Untersuchungen sind nur an der Oberhaut des lebenden 
Gewebes durchgefiihrt und beruhen darauf, daB ich an der unverletzten 
Haut durch Dialyse AufschluB zu erhalten versuche iiber die Abdiffusion 
von Elektrolyten, Nichtelektrolyten und besonders von Fermenten durch 
die Hautoberflache. 


Die friiher erhobenen Befunde von der Impermeabilitdt der Zellmembran 
sind durch neuere Versuche unwahrscheinlich gemacht worden. Man weiB 
heute, daB die Durchlassigkeit der Plasmahaut lebender Zellen in gesetz- 
maéBiger Weise von den Umwelt- und inneren Zustandsbedingungen ab- 
hangig ist. Eine reversible Permeabilitdtssteigerung gelingt ebenso durch 
bestimmte physikalische (Licht-, Réntgen-, Radiumstrahlen, Temperatur) 
wie chemische und physiko-chemische Einfliisse (Anderung der lonenzusammen- 
setzung der AuBenlésung, osmotischer Druck) (Gellhorn). Mit empfindlichen 
elektrophysiologischen Methoden konnte Ph. Keller an unserer Klinik in 
Erweiterung der Untersuchungen von Rein die Elektrolytabdiffusion und 
-abgabe der Haut durch Messungen der Hautpotentiale bestatigen; er stellte 
fest, daB diese Potentiale gegeniiber verdiinnten Lésungen in sténdiger 
charakteristischer Veranderung begriffen sind. Und zwar erfolgt diese 
Abdiffusion nicht gleichmaéBig, sondern zunaéchst rasch und dann immer 
weniger, so daB in etwa 30 Minuten ein Endwert erreicht ist. Es kommt also 
darauf an, in welchem Zeitpunkt nach Beginn der Ableitung die Messung 
des Potentials erfolgt. Durch wechselnde molare Konzentration der be- 
spiilenden Ableitungselektrolytlésungen wird, sofern es sich um verdiinnte 
Kaliumchloridlésung handelt, nach Keller eine sténdige Veranderung der 
Haut bedingt. Auch die von Rein und Biicking zur Reinigung vorgenommene 
Dialyse der Haut mit destilliertem Wasser verandert ihre elektrischen 
Eigenschaften je nach der Dauer der Dialyse; die Verainderung wird bedingt 
durch die Abdiffusion von Elektrolyten, die Keller im Dialysat chemisch 
nachweisen konnte. Bei Anwendung von Lésungen, die eine gewisse Isoionie 
gegeniiber der Haut besitzen, wird die. Abdiffusion verhindert; an der nicht 
gewaschenen Haut entsprechen diese Lésungen meist einem bestimmten 
Séuregrad, py = 3 bis 4. Nach den Untersuchungen von Marchionini ist 
dieser Wert gleichbedeutend den Séurewerten der normalen Hautoberflache, 
gemessen mit der Gaskettenmethode mit Hilfe von besonders konstruierten 
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Epicutanelektroden. Der Wert py 3 bis 4 stellt nach Rein, und nach Keller 
der Wert pu 4,1 den isoelektrischen Punkt der Haut dar und ist der 
Punkt maximaler Durchlassigkeit fiir Ionen beiderlei Ladungssinnes. 

Die Durchlassigkeit fiir Nichtelektrolyte (organische Stoffe) ist bis 
jetzt noch nicht in allen Einzelheiten geklart. Wir wissen aus Unter- 
suchungen an Pflanzenzellen, da die Permeabilitét verschiedener Zucker- 
arten verschieden ist. So konnte z. B. Héfler nachweisen, daB die Per- 
meabilitat fiir Rohrzucker wesentlich geringer ist als fiir Monosaccharide. 
Noch gréBer erwies sich die Durchlassigkeit fiir Maltose. 

Fiir uns war von besonderem Interesse, die Untersuchungen iiber 
die Durchlassigkeit fiir organische Stoffe, insbesondere fiir Kohlen- 
hydrate, auf die menschliche lebende Membran, auf die Hautoberfliche, 
auszudehnen; um so mehr, als an unserer Klinik seit vielen Jahren 
von Rost und seinen Schiilern (Loeb, Miiller, Ottenstein) Untersuchungen 
zur Klarung der Frage des Zusammenhangs zwischen Kohlenhydrat- 
stoffwechselst6érungen und Hautkrankheiten im Gange sind. Bis jetzt 
wurden diesbeziigliche Untersuchungen (Zuckerbestimmungen) im 
Blut der Kranken vorgenommen. Die Untersuchung auch auf dix 
Haut der Patienten auszudehnen, scheiterte an dem gering nachweis- 
baren Zuckergehalt der Hautoberfliche. Dagegen war nach den 
Befunden Wohlgemuths (an der Leichenhaut) anzunehmen, daB der 
Fermentgehalt, insbesondere das reichlich vorhandene wasserlisliche 
diastatische Ferment, sich in der Haut quantitativ festellen lieB, eine 
Annahme, die sich, wie aus den folgenden Ergebnissen zu ersehen ist, 
vollauf bestatigte. 


3. Bestimmung des Fermentgehaltes an der Hautoberfliche. 
a) Methodik der Diastasebestimmung. 


Die quantitative Bestimmung der Diastase an der Hautoberflache 
gelang erst nach vielen Fehlversuchen. 

Bekanntlich gibt es zwei Mdéglichkeiten der Diastasebestimmung: 

1. Die Bestimmung der Veri&énderung des Substrats (Starke ode 
Glykogen) durch physiko-chemische Methoden. 

2. Die Bestimmung der Abbauprodukte durch Reduktionsmethoden. 
Die von Wohlgemuth angegebene Jodmethode eignet sich nicht fiir die 
kleinen verfiigbaren Fermentmengen. Dagegen war anzunehmen, dab 
die nephelometrische Bestimmung von Rona und Eweyk zum Ziele fiihren 
wiirde; denn diese Methode 1a8t den Triibungsgrad bzw. die Aufhellung 
einer Glykogenlésung nach Fermentation mit Diastase in kleinsten Mengen 
mit Hilfe einer optischen Methode (Nephelometer) erkennen. Die gefundenen 
Werte wiesen aber, sowohl bei ein und derselben als auch bei verschiedenen 
Versuchspersonen sehr groBe Schwankungen auf, so daB die Fehlergrenzen 
infolge der Uberempfindlichke it der Methode zu erheblich wurden. 

Als zweites wurde versucht, die bei der Hydrolyse von Stdrkelésung 
durch Diastase auftretenden Reduktionsprodukte titrimetrisch nach der 
Methode von Hagedorn-Jensen zu bestimmen. Die Genauigkeit der Resultate 
scheiterte hier an den ungleichen Starkepraéparaten, die als sogenannte 
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..lésliche Starke** in den Handel kommen. Erst die Vereinigung der Rona- 
Eweykschen Methode mit der sonst iiblichen Reduktionsmethode ermég- 
lichte die weitere Untersuchung. Rona und Eweyk gehen bei ihren nephelo- 
metrischen Bestimmungen von Glykogenlésungen aus, weil sie bestdndigere 
Sole liefern als Starkelésungen, eine Erfahrung, die wir bei unseren Ver- 
suchen durchans bestétigen kénnen. Zwar miissen die Glykogenlésungen 
immer kurz vor Gebrauch frisch hergestelit werden, sind aber fiir die Dauer 
des Versuchs voéllig haltbar und zeigen bei der Einstellung der Nullwerte 
iibereinstimmende Werte, wahrend die Starkel6sungen schon in ihren Null- 
werten Schwankungen aufweisen, die weit iiber den Versuchsfehler hinaus- 
gehen und wahrscheinlich durch den Gehalt der Starke an reduzierenden 
Bestandteilen bedingt sind. 

Nach dem Vorgang von Rona und Eweyk verwendeten wir frisch 
bereitete 0,3°,ige Glykogenlésungen (Glykogen Kahlbaum, aus Pferdeleber 
hergestellt), das einen hohen Reinheitsgrad aufwies. 

Der Diastasegehalt an der Hautoberflache wurde also folgender- 
maBen bestimmt: 6 bis 7 ccm Hautdialysat, iiber deren Gewinnung 
ich weiter unten berichten will, werden zusammengebracht mit 0,3 cem 
eines Gemisches von 1/;; Mol primarem Kaliumphosphat und 4/,; Mol 
sekundirem Natriumphosphat vom px = 6,8* und mit 0,1 ccm einer 
1,1°% igen NaCl-Lésung. Sodann werden 9,lccm einer 0,3 °,igen 
Glykogenlésung hinzugefiigt. Die Mischung wird 2 Stunden im Wasser- 
bad stehengelassen, dann zur Unterbrechung der Fermentation ab- 
gekiihlt und ohne vorangegangene EnteiweiBung — mit der iiblichen 
EnteiweiBungsmethode mit Zinkhydroxyd gab es keine Fallung 
nach der Reduktionsmethode von Hagedorn-Jensen weiterbehandelt 
(iiber die Berechnung siehe 8.7). Selbstverstandlich wurden gleich- 
zeitig Kontrolluntersuchungen mit Glykogenlésungen ohne Dialysat 
angestellt. 

b) Dialysiermethode an der Hautoberfldche. 


‘ An Stelle der von Keller empfohlenen Gummihohlzylinder mit 
kragenférmig erweiterter Bodenfliche verwendete ich zum Dialysieren 
kleine Glocken aus Glas von ahnlichem Aussehen wie die in der Furunkel- 
behandlung gebrauchlichen Bierschen Saugglocken, mit glattem Rand, 
die einen Durchmesser von 2,53c¢m hatten. Dieses Ma®B wurde zur 
Vereinfachung der Berechnung gewahlt, da bei einem Durchmesser 
von 2,53 cm der Inhalt der bedeckten Hautoberflache = 5 qcem betragt. 
Nach oben verjiingt sich die Glocke zu einem Hals von etwa lcm 
Durchmesser, so daB die Herausnahme von Fliissigkeit mittels einer 
Pipette durch diese Offnung leicht méglich ist. Die ersten Versuche 
wurden in der Weise ausgefiihrt, daB die Glasglocke mit Hilfe von 
Stativklammern auf der Haut befestigt war. Die Methode bewahrte 


* Dieser pxo-Wert scheint fiir die Hautdiastase nach meinen Unter- 
suchungen das Optimum darzustellen. 
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sich indessen nicht ; sie war umstandlich und durchaus nicht einwandfrei, 
da dabei ein bestimmter, nicht immer gleichmaBiger Druck auf die 
Hautoberflache ausgeiibt wurde, der zu Versuchsfehlern fiihren konnte. 
Deshalb ging ich dazu iiber, die Glocke mittels eines Klebstoffs auf der 
Haut zu befestigen. Die Wahl des Klebstoffs machte groBe Schwierig- 
keiten insofern, als ein Festhaften zwischen Haut und Glas nur schwierig 
zu erreichen ist, der Klebstoff absolut indifferent sein mu und auf den 
Ablauf der zu priifenden Reaktion keinen KinfluB ausiiben darf. Nach 
zahlreichen Fehlversuchen fand ich ein ausgezeichnetes Mittel in einem 
Gemisch aus Celluloid und Aceton im Verhaltnis 1:3. Das Celluloid 
wird am besten aus altem Filmmaterial gewonnen, das lange gegen 
destilliertes Wasser ausdialysiert, getrocknet unf zerkleinert wird. 
Die gewonnene zahfliissige Masse wird auf den unteren Glockenrand 
leicht aufgestrichen und klebt relativ schnell auf der Hautunterlage 
fest. Nach Verdunsten des Acetons ist die Klebfestigkeit hergestellt 
und bleibt auch bei stundenlang wiederholten Versuchen und bei 
leichter Erschiitterung einwandfrei erhalten. 

Um zu vermeiden, da8 der Klebstoff mit der Dialysierfliissigkeit 
wahrend des Versuchs in Beriihrung kommt, wurden noch andere Glas- 
glocken konstruiert. Um die urspriingliche Saugglocke wurde konzentrisch 
ein zweiter Glasmantel in 2 mm Entfernung vom éuBeren Rande angebracht, 
der zur Herstellung eines luftverdiinnten Raumes mit einer Absaug- 
vorrichtung versehen war. Durch leichtes Ansaugen sollte das Festhaften 
der Glocke bewerkstelligt werden, selbst dann, wenn nur der dufere Rand 
mit Klebstoff versehen wurde. Es wird also eine direkte Beriihrung zwischen 
Klebstoff und Dialysierfliissigkeit vermieden. Die Methode hat sich in- 
sofern bewéhrt, als an gréBeren planen Hautflachen, wie Oberschenkel, 
Unterarm, die Glocken festhaften, wahrend an Handriicken, Handteller die 
Vergr6Berung des unteren Randes durch den zweiten Mantel ein Fest- 
kleben eher erschwert. 

Nachdem sich spater an vergleichenden Untersuchungen heraus- 
gestellt hatte, daB der eventuelle Klebstoffehler ein so geringer ist, 
daB er bei der Auswertung der Ergebnisse als im Bereich der Fehler- 
grenze liegend auBer acht gelassen werden konnte, bin ich zu der 
einfachen Methode des Aufsetzens einwandiger Glasglocken zuriickgekehrt. 


«) Die Dialysierflissigkeit. 


Um zu erkennen, in welcher Lésung die beste Abdiffusion der zu 
untersuchenden Stoffwechselprodukte méglich ist, habe ich verschiedene 
Lésungen (Pufferlésungen von verschiedenem px-Wert) als Dialysier- 
fliissigkeit verwendet. Dabei hat sich aber gezeigt, daB destilliertes 
W asser zur Ausfiihrung der Versuche am geeignetsten ist. Wahrscheinlich 
geniigen die von der Oberhaut abdiffundierenden Elektrolyte zur Her- 
stellung des Optimums der Dialysierfahigkeit des diastatischen Fer- 
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ments. Im allgemeinen wurden 5 ccm destilliertes Wasser (pro Quadrat- 
zentimeter Hautoberflache etwa 1 cem Fliissigkeit) in die auf die friiher 
beschriebene Weise auf der Haut befestigte Glasglocke durch die obere 
Offnung gegossen; nachdem vor dem Versuch mit sehr wenig destil- 
liertem Wasser die Dichtigkeit erprobt war (diese Fliissigkeit wurde 
fortgegossen), wurde nach AbschluB des Versuchs mit 1 bis 2 ccm 
destilliertem Wasser nachgewaschen. Im ganzen sind also 6 bis 7 ccm 
Dialysierfliissigkeit zur Untersuchung verwendet worden. 


6) Berechnung des Gehalts an Diastase. 

Zur Vereinfachung der Berechnung verwendete ich die Hagedorn- 
Jensenschen Tabellen, die sich auf die Anwendung von 0,1 ccm Blut 
beziehen. Der Reduktionswert, der eigentlich gleichbedeutend ist 
mit Milligrammprozent Blutzucker, wurde direkt verwendet und bedeutet 
den Gehalt an gesamter reduzierender Substanz auf 5 qcem Hautober- 
flache! (entsprechend dem Durchmesser der Glasglocke). Es handelt 
sich hier nicht um absolute Zahlen, die mit den Urbachschen durchaus 
nicht in Beziehung zu bringen sind. Sie dienten nur als Vergleichswerte, 
und es ist mit ihnen eine geniigende Charakterisierung der Ergebnisse 
moglich. 


y) Abhéngigkeit der Dialyse von Temperatur und Zeit. 

Die bei den ersten Versuchen auf etwa 30° vorgewdrmten Lésungen 
hatten sehr wechselnde Resultate ergeben, ebenso die anfangs geiibte 
liingere Dialysierdauer. Aus den Versuchen ist ersichtlich, daB nach 
30 Minuten Dialysierdauer weniger Diastase abdiffundiert als nach 
5 Minuten, eine Erscheinung, die wahrscheinlich mit der Riickresorption 
durch die Haut (Rothman) zu erkliren ist. 

.Auf Grund dieses Befundes wurde die Dialysierdauer aus Zeit- 
ersparnis und zur Vermeidung der Riickresorption nur auf 5 Minuten 
ausgedehnt. Die Ausfiihrung geschah bei Zimmertemperatur. 


c) Regiondre Verschiedenheit. 

Nach der Lehre von Rost iiber die regionare Disposition der Haut 
und auf Grund der Untersuchungen von Marchionini, der mit Hilfe 
der Messung der Wasserstoffionenkonzentration der Hautoberflache 
diese Beobachtung experimentell begriinden konnte, war zu vermuten, 
daB auch das Dialysierverfahren an der Hautoberflache eine Methode 
zum Nachweis der regiondren Verschiedenheit bedeuten wiirde. Tabelle I 


s I 
1 Der Gehalt an reduzierender Substanz in der Dialysierfliissigkeit 
ohne vorangegangene Fermentation war so gering, da8 er als innerhalb 
der Fehlergrenze liegend unbeachtet gelassen werden konnte. 
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zeigt in einem Beispiel, wie es in ahnlicher Weise in zahlreichen anderen 
Versuchen gefunden wurde, die Richtigkeit dieser Annahme. 


Tabelle I. 


Diastasewerte an verschiedenen Regionen. 








Gefundener Gefundener 
Region ir Region rs 
Hautoberflache Hautoberflache 
Handriicken. . .... 60 Unterschenkel . . . . 132 
Handflache ...... 99 SS ee 121 
Unterarm. ...... 78 MN as oe © 4 108 
Ee os es ew 120 Brust (vordere 
ee fo WE es 58 Schweibrinne) .. . 140 : 
Oberschenkel . .... 110 Ricken (hintere 
NT eee ee 110 Schweibrinne ... 190 


Es liegt nahe, die unterschiedlichen Werte an den verschiedenen 
Regionen mit der wechselnden Durchblutung der, einzelnen Gebiete 
oder mit der verschieden starken SchweiBsekretion zu erklaren. 


a) Abhéngigkeit von der Durchblutung. 

Zur Feststellung der Abhangigkeit des Diastasegehalts an der 
Hautoberfliche von der Durchblutung habe ich die Dialysierversuche 
vor und nach Stawung mit einer Armbinde vorgenommen, wobei sich 
ein wesentlich Adherer Diastasegehalt in den ungestauten als in den 
gestauten Gebieten ergab; besonders deutlich war der Unterschied 
am Handriicken. (Als Beispiel siehe Tabelle 11.) 


Tabelle LI. 


Einflu8B der Durchblutung auf den Diastasegehalt im Dialysat. 





Peston Diastasegehalt Diastasegehalt 
& pro 5 qem ohne Stanung) pro 5 qem mit Stauung 
ST SR ee 61 43 
D6 soe a eS ee 15 69 


6) Abhangigkeit vom SchweiB. 
Topographisch ist der Gehalt von Schweibdriisen auf gleiche 
Flacheneinheit berechnet, nach Krause und nach von Frey durchaus 
verschieden. Nach Krause finden sich auf gleicher Flacheneinheit: 


An der Handflache. . . . . . . . 2736 SchweiBdriisen 
o. ion’ « « d «os = +. « ae 
a4 ‘rer ere 
; den Armen, Beugeseite . . . . 1123 


on Pa pr Streckseite . . . . 1093 
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Diese Zahlen lassen erkennen, daB die Handfldche besonders von 
SchweiBdriisen durchsetzt ist. Wenn nun der Diastasegehalt aus- 
schlieBlich von der Menge an SchweiBdriisen abhangig ware, so miiBten 
an den Handtellern die héchsten Werte an Diastase gefunden werden; 
dies ist nach meinen Feststellungen durchaus nicht der Fall (siehe 
Tabelle 1). Dagegen scheint der Diastasegehalt der Hautoberfliche 
weitgehend abhangig zu sein von der SchweiBsekretion. Denn nach 
Hemmung der SchweiBsekretion durch subcutane Injektion von 1 mg 
Atropinum sulfuricum sinkt der Diastasegehalt nach 90 Minuten auf 
nahezu 0 herab, um erst im Laufe von 2 Stunden wieder langsam 
anzusteigen. 

Allerdings findet auch nach intramuskularer Injektion von 10 mg 
Pilocarpin, also eines schweiBtreibenden Mittels, 30 Minuten nach der 
Injektion eine Senkung des Diastasegehalts von 70 (pro 5qem) auf 
20 statt, gemessen am Handriicken. Es erfolgt nur ein allmahlicher 
Anstieg, ohne daB der Ausgangswert im Verlauf von 2 Stunden erreicht 
wird. 

Doch ist in diesem Zusammenhang zu sagen, daB der pharmakodyna- 
misch durch Pilocarpininjektion erhaltene Schwei® sich von dem thermo- 
dynamisch gewonnenen SchweiB (Schwitzbad) in  physikochemischer 
Beziehung deutlich unterscheidet. Wahrend der erstere Zahlen zwischen 


pu = 5,4 und 7,6 aufweist, schwanken die Zahlen des thermodynamisch 
gewonnenen Schweifes zwischen px 4.2 und 6.5 (Marchionini). Uber- 


einstimmend damit konnte ich auch nach Pilocarpininjektion eine deutliche 
Verschiebung der Werte nach der alkalischen Seite in der Dialysierfliissigkeit 
feststellen. 


Tabelle III. 


pu-Werte im Dialysat nach Pilocarpininjektion. 





Jorhe Pa Pu PH PH 
Vorke F nach 15 Min. nach 30 Min. nach 60 Min. nach 120 Min. 
5,40 5,65 5,59 5,48 5,68 


Die Griinde fiir die Entstehung eines verschiedenartig reagierenden 
SchweiBes sind nicht bekannt. Nach Schilf u.a. muB an eine ver- 
schiedenartige nervése Erregung der Schweibdriisen gedacht werden. 
DaB die Wirkung des Pilocarpins eine Sonderstellung einnimmt, 
geht auch aus den Versuchen von Keller (Uber Grund- und Tonus- 
potentiale der menschlichen Haut) hervor und ist schon friiher von 
L. R. Miiller in seinem Buche ,,Lebensnerven“ betont worden. Pilocarpin 
greift nach ihm und anderen Autoren an den peripheren Endigungen 
der SchweiBnerven an. Die nervése Komponente ist vielleicht auch als 
Ursache zu deuten fiir die zunachst tiberraschende Senkung des Diastase- 
wertes nach Pilocarpininjektion. 
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4. Untersuchungen iiber den Diastasegehalt im Schweib. 
Vergleicht man ferner zur weiteren Klarung der Frage nach der 
regionéren Verschiedenheit den an verschiedenen Regionen der Kérper- 
oberflache produzierten Schweif selbst, so sind deutliche Unterschiede 
im Diastasegehalt festzustellen: der apokrine SchweiB enthalt mehr 
Diastase als der ekkrine. 
Tabelle IV. 


Diastasegehalt im apokrinen und ekkrinen SchweiB. 





Name Schweib pa peg Pu 
FE. Apokrin 13,1 22.7 7,42 
| Ekkrin 11,1 14,4 5,45 
Vis { Apokrin 5,9 26,8 6,63 
‘ { Ekkrin 5,9 18,6 5,28 
| Apokrin 4,8 17,1 7,15 
W -? 
H | Ekkrin 5.9 9.6 5,09 
: Apokrin 5,2 22,2 8,00 
P.G ; - 
| E:kkrin 4.8 15,4 5,83 
Apokrin 9,3 19,9 7,32 
Sch. 
Sch. M. \ Ekkrin P 93 19,7 5,09 


Die Unterscheidung ekkrin (ekkrine SchweiBdriisen sind iiber den 
ganzen Korper verteilt) und apokrin (apokrine SchweiBdriisen sind vor- 
wiegend in den Achselhéhlen lokalisiert) ist erstmalig von Schiefferdecker 
in ihrer morphologischen Beziehung aufgedeckt worden. Die physikalisch 
chemischen Unterschiede sind von Marchionini eindeutig beziiglich der 
Aziditétsverhaltnisse nachgewiesen worden, insofern als der apokrine 
Schwei8 py-Werte zwischen 6 und 7, der ekkrine SchweiB Werte zwischen 
4 und 5, also wesentlich starker saure Werte aufweist. Ferner ist nach 
Marchionini der osmotische Druck und der Elektrolytgehalt im ekkrinen 
Schwei8 héher als im apokrinen. 


Die Versuche iiber SchweiB wurden, wie bereits angedeutet, nu 
zur Bestatigung der Lehre von der regionaéren Verschiedenheit (Rost) 
und zur Sicherstellung der Methodik angefiihrt. Auf Grund der be- 
schriebenen Versuchsergebnisse, die den Hinfluf der SchweiBsekretion 
auf den Diastasegehalt der Hautoberfldiche deutlich machen, habe ich 
die weiteren Dialysierversuche fast ausschlieBlich auf dem Handriicken 
angesetzt; denn es ist anzunehmen, da hier die Rolle der Schweib- 
sekretion im Vergleich zu anderen Regionen unwesentlich ist; ferner 


ist die Durchfiihrbarkeit fortlaufender Untersuchungen unter méglichst 
gleichartigen Bedingungen ohne Schwierigkeit von seiten des Patienten 
an dieser Stelle am besten zu erreichen. 
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d) Die Abhdngigkeit des Diastasegehalts im Hautdialysat von verschiedenen 
Faktoren. 
a) Hautdiastase-Niichternwert!?. 

Zunachst wurden hautgesunde Versuchspersonen an verschiedenen 
Tagen untersucht, um festzustellen, inwieweit die Niichternwerte der 
Diastase im Dialysat individuellen Schwankungen unterworfen sind. 
Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB am Handriicken 
an einer Fliche von 5qem die Diastasewerte nach der friiher be- 
schriebenen Methode bestimmt wurden. Dabei ergaben sich die in 
der Tabelle V wiedergegebenen Werte, aus denen zu ersehen ist, dab 
die Niichternwerte zwischen 50 und 70 pro 5 qcem schwanken. 


Tabelle V. WHautdiastase-Niichternwert. 





Diastasewert pro 5 qem Diastasewert pro 5 qem 


Name Hautoberflache Name Hautoberflache 
iy Sara 61 OS eae 60 
oe ss ae > 50 A ee 64 
ere 48 Se ara 72 
ee eos 56 


fp) Tagesschwankungen. 
Ferner wurden zur Klaérung der Frage, ob im Laufe des Tages 
bei ein und derselben Versuchsperson Schwankungen im Diastasegehalt 
auftreten, die Diastasebestimmungen 5 Stunden lang in gewissen 





s 8 


+—1— Ausgonpeet ——— 














| 


05-2 W 00 @ 100 10) 740 160 180 200 220 290 U0 780 
Zelt in Minuten 


Abb. 1. 
Tagesschwankungen der Hautdiastase. Niichternwerte. 
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Zeitabstanden kontrolliert. Wahrend dieser Zeit bleiben die betreffenden 
Personen ohne Nahrungsaufnahme. Aus Abb. 1 gehen diese Tages- 
schwankungen, in einem typischen Beispiel dargestellt, hervor. Es 
ergibt sich daraus, daB nach der ersten Stunde die Werte konstant 
bleiben, um dann langsam im Laufe von 3 Stunden abzusinken, wobei 
sich diese Verminderung innerhalb der aus Tabelle V hervorgehenden 
physiologischen Schwankung hilt 


1 Diese Bezeichnung wahle ich im folgenden zur Vereinfachung. 
Ahnlich wie es bei Blutzuckerbestimmungen iiblich ist, den Niichternwert 
zu bestimmen, habe ich die Versuche an der Haut bei Personen in niichternem 
Zustande vorgenommen, um zunéchst den Einflu8 der Nahrung auszu- 
schalten. 
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y) Abhéngigkeit von der Nahrung. 

Wahrend die dem Versuch vorangegangene kohlenhydratreiche 
oder kohlenhydratarme Erndhrungsperiode nicht von wesentlichem 
EinfluB auf den Diastaseniichternwert ist, sind deutliche Unterschiede 
zu erkennen kurz nach der Nahrungsaufnahme bzw. nach oraler Zu- 
fiithrung von Traubenzucker, wie aus Abb. 2 an Hand von zwei Beispielen 
hervorgeht. Nach Zufithrung von 100g Traubenzucker per os erfolgt 
im Laufe von 2 Stunden eine allgemeine Zunahme der Diastase. Im 
Falle 1 steigt der Diastasewert im Laufe von 2 Stunden von 60 auf 100 
(pro 5qem Hautoberfliche) an, im Falle 2 (gestrichelte Linie) von 50 
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Abb. 2. 
Hautdiastasewerte nach oraler Zufuhr von 100 g Traubenzucker. 


auf 80, um dann in beiden Fallen im Verlauf von 3 Stunden wieder 
allmahlich zum Ausgangswert zuriickzugehen. Die Querlinie, ent- 
sprechend der Abszisse, bedeutet in beiden Fallen die Hautdiastase- 
nichternwerte. 

Noch deutlicher und rascher ist die Beeinflussung des Hautdiastase- 
wertes nach intravendsen Injektionen von konzentrierten Traubenzucker- 
ldsungen. 


An unserer Klinik wird seit Jahren die intravenése Glucosebelastungs- 
probe als Methode der funktionellen Diagnostik angewandt, und zwar 
injizieren wir nach Wiéislicki 20 ccm einer 40°,igen Traubenzuckerlésung 
und kontrollieren den Zuckergehalt im Kapillarblut in Absténden von 
3, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120 Minuten. Dabei kénnen wir eine sogenannte 
Normalblutzuckerkurve von ganz bestimmtem Typus von ,,pathogl ykdmischen* 
Kurven unterscheiden ( Rost-Ottenstein). Der Ablauf ist beim Normalen so, 
daB nach 3 Minuten ein Anstieg des Blutzuckergehalts um 60 bis 80 mg-°, 
erfolgt. nach 30 bis 45 Minuten ein Absinken zum Ausgangswert. Dieser 
Wert wird dann unterschritten, um im Laufe von 2 Stunden wieder erreicht 
zu werden. Bei dem ,,pathoglykaémischen‘‘ Kurvenablauf dagegen wird 
der Ausgangswert in einer Stunde nicht erreicht, und es fehlt die sogenannte 
 hypoglykdmische Zacke* 


6) Diastase im Hautdialysat nach Glucoseinjektion. 


Um nun den EinfluB der Glucoseinjektion auf die Hautdiastase 
zu untersuchen, wurde das Dialysat vor der Injektion und 15, 30, 60, 
120 Minuten nach der Injektion in der oben beschriebenen Weise be- 
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stimmt. Bereits nach 15 Minuten erfolgt ein Anstieg des Diastasewertes 
von 60 auf 75, um im Verlauf von 30 Minuten wieder auf den Ausgangs- 
wert und nach 2 Stunden unter den Ausgangswert zu sinken. Kon- 
trolliert man gleichzeitig vor und nach der Traubenzuckerinjektion 
in der Dialysierfliissigkeit die Wassersto/fionenkonzentration, gemessen 
mit der Chinhydronelektrode nach Biilmann, so ist eine pu-Verschiebung 
nach der sauren Seite deutlich zu erkennen (s. Tabelle V1). 


Tabelle VI. 


pu-Veranderungen in der Dialysierfliissigkeit nach der intravenésen 
Injektion von Traubenzuckerlésung. 





Pu 
15 Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min. 
vorher ee ee ete f —— 7 
nach der Injektion 
Traubenzuckerinjektion 6,02 5,85 5,68 5,29 5,60 


é) Diastase im Hautdialysat nach Insulininjektion. 


Vom Insulin als Substanz kénnen wir (nach Oppenheimer u. a.) mit 
groBer Sicherheit annehmen, daB es im normalen Haushalt die Glykogen- 
synthese férdert. Da umgekehrt die Mobilisierung der Glykogendepots, 
d. h. das als Reserve aufgestapelte Glykogen der Zellen wieder in Zucker 
umzuwandeln, Aufgabe der diastatischen Zellfermente ist und es mir auf 
Grund der eingehend geschilderten Methodik méglich ist, die Zu- bzw. 
Abnahme des diastatischen Ferments an der Hautoberfldche zu verfolgen, 
so war es naheliegend, die Wirkung des Insulins auf diese Weise an der 
lebenden Zelle zu priifen und so vielleicht gleichzeitig iiber den Glykogen- 
gehalt der Hautoberfliche AufschluB zu erhalten. 

Es hat sich nun gezeigt, daB bereits 5 Minuten nach Injektion von 
20 Einheiten Insulin der Diastasewert im Hautdialysat von 75 auf 93 
(pro 5 qem Oberflache) ansteigt, um nach 15 Minuten auf den Ausgangs- 
wert zu sinken und ihn dann im Laufe von 2 Stunden weitgehend 
zu unterschreiten. 

Wenn Glykogengehalt und Diastasewirkung sich gleichartig verhalten, 
wie auf Grund der Rothmanschen Befunde angenommen werden muB, 
so ware mit der Erhéhung des Diastasegehalts gleichzeitig eine Vermehrung 
des Glykogens nach Insulininjektion nachgewiesen, umgekehrt mit 
der Abnahme des Diastasewertes eine Verminderung des Glykogens. 
Doch ist dieser Erklarungsversuch bis jetzt nur vorsichtig zu bewerten. 


£) Verdnderung des Diastasewertes nach kiinstlicher Verdnderung der 
Permeabilitat der Hautoberfldche. 


Als letztes war noch die Frage zu entscheiden, ob die Haut- 
diastaseniichternwerte durch kiinstliche Verainderung der Hautober- 
fliche, nach Vorbehandlung mit Chemikalien von permeabilitits- 
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steigernder Wirkung oder durch physikalische EHinjliisse verandert 
werden kénnten. 

Wurde zur Erhéhung der Permeabilitét die Hautoberflache vor 
dem Versuch mit Lésungen von Kalilauge verschiedener Konzen- 
trationen eingerieben, so wird aus Tabelle VII deutlich: je héher die 
Konzentration der verwendeten Kalilauge, um so mehr Diastase wird 
abdiffundiert. 

Tabelle VII. 


EinfluB von Kalilauge auf die Diastasedurchlassigkeit der Hautoberflache. 





Vor Einreibung Nach Einreibung 


.OH-Lés re ” Z 
KOH - Lésungen pro 5qem Hautoberfliche pro 5 qem Hautoberfliche 


ta he ii are Beek oa 50 48 
Ee a akin, a he ees 38 42 
ee es ee oes foe 44 88 


Die Wirkung der n/10 KOH hangt nach Ph. Keller nicht mit einer 
Zerstérung der Hornschicht zusammen, denn es gelingt, die mit der sehr 
empfindlichen elektrophysiologischen MeBmethodik bereits nach n/100 
KOH nachgewiesene Schaédigung der Epidermismembran nach Anwendung 
einer gleich starken n/100 HCl wieder reversibel zu gestalten. Es handelt 
sich also um Umladungsprozesse der maSgebenden Membran in der 
Epidermis. 

Verainderten wir die Hautoberflache durch Entfernung der fettigen 
Bestandteile mit Chloroform, so waren nur unwesentliche Unterschiede 
festzustellen. 

») EinfluB des ultravioletten Lichtes. 

Aus der zusammenfassenden Darstellung von Rost und Keller ,,Uber 
die Wirkungen des Lichtes auf die Haut** ist bekannt, daB die Membran- 
durchlassigkeit durch lokale Entziindungserscheinungen verandert wird. 
An der Haut ist diese Veranderung durch Erzeugung eines Erythems mit 
ultraviolettem Licht leicht zu verfolgen, und es liegt nahe, die beschriebene 
Dialysiermethode auch hierfiir als Indikator zu verwenden. 

Die in der Dialysierflissigkeit enthaltene Diastase wurde aus diesem 
Gesichtspunkt heraus vor und nach der Bestrahlung am Handriicken 
mit 4 HSE.' in gewissen Zeitabstinden bestimmt und dabei gefunden, 
daB auffallenderweise 1 Stunde nach der Bestrahlung eine starke Ver- 
minderung der Diastase eintritt und erst mit dem Sichtbarwerden 
des Erythems 3 Stunden nach der Bestrahlung eine allmihliche Zu- 
nahme erfolgt. Ob es sich dabei tatsichlich nur um Permeabilitats- 
veranderungen oder um den EinfluB der Strahlung auf Fermente 


1 Die HSE. (H6hensonneneinheit) ist das Ma8 der zu verabfolgenden 
Strahlenmenge, die nach der Einheit der von Keller modifizierten Bering- 
Meyerschen Jodmethode bestimmt wird. Sie stellt gleichzeitig den Durch- 
schnittswert der mittleren Erythemdosis dar. 
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handelt, bedarf noch weiterer Untersuchungen. Da das Ultraviolett- 
licht einen gewissen EinfluB auf Fermente ausiiben kann, ist in der 
Literatur hinreichend bekannt. 


e) Kritische Zusammenfassung. 

Aus den geschilderten Versuchen geht hervor, daB die Bestimmung 
des Diastasegehalts im Hautdialysat ein feiner Indikator ist, der ge- 
stattet, die an der Hautoberflache unter dem EinfluB der verschiedensten 
Faktoren sich abspielenden Vorginge zu verfolgen. Eine theoretische 
Erklérung fiir die Méglichkeit dieser Differenzierung liBt sich vielleicht 
geben durch den Vergleich der Hautdiastase mit dem Diastase- bzw. 
Glykogengehalt der Leber. Wir wissen aus den Untersuchungen von 
Lesser, daB Diastase und Glykogen in der unverletzten Leberzelle 
nebeneinander bestehen kénnen, daB in der Ruhe das Ferment ,,inaktiv“ 
ist, fiir die Tatigkeit erst ,,aktiviert‘‘ wird. Die Aktivierung kann ent- 
weder erfolgen durch Zunahme der Sduerung oder durch Wirkung 
von Pharmaka wie Adrenalin, das zum Teil auch durch Milchsaure- 
ausschiittung zu wirken scheint. Nach Lesser ist in allen Zellen die 
Amylase fest adsorbiert an inerte Stoffe, Kolloide der Grenzflaichen, 
und ist infolgedessen vom Glykogen ,,raumlich getrennt. Bei manchen 
Organen kann man dies direkt dadurch nachweisen, daB auch im so- 
genannten ,,iiberlebenden‘’ Organ keine Glykogenspaltung auftritt, 
solange die Struktur der Zelle erhalten geblieben ist. Dann gelingt es erst 
durch mechanische Zerstérung der Struktur, die Fermentwirkung in 
Gang zu bringen. Lesser zeigt weiter, daB z. B. Adrenalin an sich nicht 
auf Diastase einwirkt, ebensowenig auf Leberbrei, dagegen bei der 
Durchspiilung auf die unverletzte Leber im Sinne einer Steigerung 
der Zuckerbildung. Es zeigte sich ferner, daB nicht etwa eine Ver- 
mehrung der Wirkung iiberhaupt eintritt, sondern nur eine Beschleuni- 
gung. Analog wirkt die Durchstrémung mit hypertonischen Salzlésungen ; 
sie ergab eine Vermehrung der Zuckerbildung um das Vier- bis Fiinffache. 
Auch hierfiir kommt nur eine Beeinflussung der Kolloide durch Wasser- 
entziehung (Entquellung) in Frage. Im gleichen Sinne wirken nach 
Lesser stark oberflichenaktive Stoffe (wie Alkohole) durch Adsorptions- 
verdringung. Es fiihren also sowohl die wasserentziehenden Mittel 
wie die adsorptionsverdrangenden Mittel zur Verkleinerung der ad- 
sorbierenden Flachen fiir die Diastase, also zur Aufhebung der Trennung 
und zur Vermehrung der Zuckerbildung. Auf diese Weise kénnen wir 
vielleicht auch die Verdnderung des Diastasegehalts an der Hautoberflache 
nach Nahrungsaufnahme und nach intravenéser Injektion von T'rauben- 
zuckerlésung erkliren; es tritt hierbei neben der Entquellung und Ad- 
sorptionsverdringung gleichzeitig eine Verschiebung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration nach der sauren Seite (s. Tabelle VI) ein und damit 
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eine Verstarkung der Amylasewirkung; umgekehrt bedingt eine Herab- 
setzung der Wasserstoffionenkonzentration nach Lesser eine Hemmung 
der Glykogenolyse bzw. der Diastasewirkung, wie es z. B. bei meinen 
Versuchen nach Pilocarpininjektionen deutlich wird. Gewisse Reize 
k6nnen also eine Vermehrung der Spaltung, andere eine Verminderung 
hervorrufen. Diese Labilitat des Systems ,,Glykogen-Diastase‘* habe ich 
fiir meine Untersuchungen insofern nutzbar gemacht, als sie fiir mich 
einen Gradmesser fiir Gleichgewichtsverschiebungen an der Hautober- 
fliche bedeutet. 
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Untersuchungen itiber den Gehalt der Haut und des Blutes an 
diastatischem Ferment und dessen biochemische Bedeutung bei 
Hautkrankheiten. 


Il. Mitteilung: 
Hautdiastase bei Hautkrankheiten und bei Diabetes. 
Von 
Berta Ottenstein. 
(Aus der Universitétshautklinik Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 
Auf Grund der bei Hautgesunden mit der geschilderten Methodik 
(s. I. Mitteilung) erzielten Ergebnisse, die bestimmte GesetzmaBigkeiten 
erkennen lieben, lag es nahe, die Versuche auch auf Hautkranke! aus- 


zudehnen. 
1. Hautdiastaseniichternwerte bei Hautkranken. 


Einmalige Untersuchungen des Hautdiastaseniichternwertes bei 
den verschiedensten Hautkrankheiten erméglichten keine weiteren 
Differenzierungen (s. Tabelle I). 

Tabelle I. 


Hautdiastaseniichternwerte bei Hautkranken. 





Anzahl der Gefundener 
Krankheitsbezeichnung antersuchten Durehsehnittswert 
Falle pro 5 qem 
Hautoberfliche 


ERE GS O84) ar: On Be 3 50 
Spatexsudatives Ekzematoid. ..... . 3 45 
Dermatitis intertriginosa ........ 2 60 
DT ee ee) ie ce See se tk 6 45 
bes a a ee ee oe eS 1 102 


1 Es wurde von der Krankheit nicht befallene Haut untersucht. 
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In den meisten Fallen wurden die Durchschnittswerte von Haut- 
gesunden erreicht. Eine Ausnahme bildet nur ei Fall von Ichthyosis, 
der an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen untersucht wurde; am 
Tage seines Eintritts in die Klinik war der Diastasewert 136 (pro 5 qem 
Hautoberfliche). Im Laufe von 3 Tagen sank er auf 77 herab. 

Aus friiheren Untersuchungen an der gesunden Haut war uns die 
Abhangigkeit zwischen Blutzucker- und Diastasegehalt bekannt. 
Nachdem nun die einmalige Bestimmung des Hautdiastaseniichtern- 
wertes auch bei verschiedenen Hauterkrankungen zu keinem_be- 
friedigenden Ergebnis fiihrte, wurden Blutzuckerbelastungsproben heran- 
gezogen, wie sie an unserer Klinik zu diagnostischen Zwecken seit 
mehreren Jahren iiblich sind: Intravendése Injektionen hochkonzen- 
trierter Traubenzuckerlésungen (20 ccm einer 40° igen Lésung) und 
Bestimmung der Hautdiastasewerte in gewissen Zeitabstanden. 


2. Hautdiastase nach intravenéser Traubenzuckerbelastung bei verschiedenen 
Hautkrankheiten. 


Im folgenden ist je ein Fall von Ekzem, spdtexsudativem Ekzematoid 
(Rost), Dermatitis intertriginosa, Psoriasis und Ichthyosis beschrieben. 
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Zell ip Minuten 
Abb. 1. 
Hautdiastase nach intravenéser Traubenzuckerinjektion 
Normal. Ekzem. -—-— Spiitexsudatives Ekzematoid 





Ich gebe als Beispiel in Abb. | einen Fall von Ekzem und spatexsuda- 
tivem Ekzematoid wieder. Die Querlinien bedeuten, entsprechend der 
Abszisse, die Hautdiastaseniichternwerte, die ausgezogene Linie die bei 
Hautgesunden gefundenen .Hautdiastasewerte nach intravendser Trauben- 
zuckerinjektion, die gestrichelte Linie die bei Ekzem gefundenen und die 
strich-punktierte Linie die beim spdtexsudativem Ekzematoid erhobenen 
Werte. 

Wir erkennen daraus bei einer 20jahrigen Patientin, die an einem 
Ekzem beider Hinde leidet, bereits nach 5 Minuten einen Anstieg auf 200 
(pro 5qem Hautoberflache), im Verlauf von 30 Minuten einen Abfall zum 
Ausgangswert, nach 90 Minuten ein Sinken unter den Ausgangswert. 
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Im Gegensatz dazu ein vollig inverser Verlauf bei einem Fall von 
spdtexsudativem Ekzematoid, wobei der Diastasewert schon nach 60 Minuten 
auf Null sinkt. 

Das Fehlen des initialen Anstiegs wurde im iibrigen auch deutlich bei 
einem Fall von Dermatitis intertriginosa. Wier sank der Diastasewert nach 
15 Minuten von 61 auf 36 herab, blieb bis etwa 90 Minuten konstant, um 
dann im Verlauf von 2 Stunden wieder allmahlich anzusteigen. 

Viel ausgesprochener war die Senkung des Diastasewertes bei einem 
Fall von Psoriasis, wobei ein Abfall von 75 auf 8 im Verlauf von 30 Minuten 
nachgewiesen wurde und erst nach 2 Stunden eine allmahliche Riickkehr 
zum Ausgangswert erfolgte. 

DaB der Verlauf der Kurve bei dem Fall von Jchthyosis abnorm sein 
wiirde, war nach dem hohen Hautdiastaseniichternwert zu erwarten. Der 
Anstieg war minimal, und der Abfall des Diastasewertes (von 135 auf 80) 
fand erst im Laufe von 70 Minuten statt. Nach 2 Stunden ist der Ausgangs- 
wert noch nicht erreicht!. 

Allen geschilderten Versuchen ist gemeinsam, daf der Ablauf der 
Kurven bei Hautkranken im Vergleich zu den Befunden an Hautgesunden 
gestért ist. Ob diese pathologischen Befunde durch Stérungen im Kohlen- 
hydratstoffwechsel erklart werden kénnten, sollten die folgenden Versuche 
ergeben. 


3. Hautdiastase nach Insulininjektionen bei Hautkranken. 


Ausgehend von dem Gedanken, daB Insulin als spezifischer Indikator 
fiir pankreogene Kohlenhydratstoffwechselst6érungen anzusehen ist, habe 
ich die Hautdiastaseuntersuchungen bei verschiedenen Hautkranken nach 
intramuskularer Insulininjektion fortgesetzt. Ahnlich wie nach J'rauben- 
zuckerinjektion findet beim Ekzem nach Injektion von 20 Einh. Insulin 
ein initialer Anstieg der Diastase statt. In entgegengesetzter Richtung 
verlauft die Kurve beim spdtexsudativen Ekzematoid. Auch hier wieder 
im Verlauf von 1 Stunde nahezu ein Abfall zum Nullwert, und ahnlich auch 
bei Psoriasis; hier nach 15 Minuten eine Senkung von 53 auf 20 und Uber- 
schreiten des Ausgangswertes (auf 70) im Verlauf von 2 Stunden. 

Bei beiden Krankheitstypen ist wohl eine Stérung im Ablauf, aber 
keine charakteristische, fiir Kohlenhydratstoffwechselstérung als spezifisch 
anzusprechende Verschiebung nach Insulininjektionen aufgedeckt worden. 


4. Hautdiastase bei Diabetes. 


Anders liegen die Verhaltnisse bei echten Kohlenhydratstoffwechsel- 
stérungen, beim Diabetes. Auffallend ist zunéchst der hohe Diastase- 
niichternwert bei Diabetikern. Als Beispiel greife ich einen Fall heraus (siehe 
Tabelle II), der im Verlauf der Behandlung wiederholt untersucht wurde. 

Wird der Patient mit 20 Einh. Insulin ,,gepriift‘‘, so fehlt der initiale 
Anstieg, und der Abfall des Diastasewertes erfolgt nur allmdhlich im Verlauf 
1 Stunde (s. gestrichelte Linie in Abb. 2). Die beim Hautgesunden an- 
gestellte Vergleichsuntersuchung ist als ausgezogene Linie eingezeichnet. 


1 Es handelt sich bei den angefiihrten Versuchen um Beschreibungen 
von Einzelfallen und nicht um Gruppenuntersuchungen. Uber diese wird 
spater berichtet werden. 
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Tabelle II. 


Hautdiastaseniichternwerte bei 


Diabetes. 








Datum Blutzucker Diastase pro 5 qem 
der Untersuchung mg-° , Hautoberfliche 
26. XI. 1930 319 120 
16. XII, 1930 214 85 


Mit der Senkung des Zuckergehalts im Blute tritt auch gleichzeitig eine 
Diastaseverminderung an der Hautober{ldche ein. 


7) 
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Abb. 2 
Hautdiastase nach Insulingaben | 
a) Bei Diabetes, b) Bei Diabetes Psoriasis. 
Normal. Diabetes ——-— Diabetes + Psoriasis 


Von einer Traubenzuckerbelastungsprobe wurde hier in Anbetracht des 
hohen Blutzuckerniichternwertes abgesehen. 

Auch bei einem Fall von Diabetes bei einer Psoriatikerin zeigen die 
Nuchternwerte eine deutliche Erhéhung gegeniiber der Norm, 81 bis 92 
pro 5qem Hautoberflache, an zwei verschiedenen Tagen untersucht; 
der Blutzuckerwert betrug 145 mg -°,. Die Insulininjektion \aBt hier 
wieder einen deutlichen inversen Ablauf (s. die strich-punktierte Linie 
in Abb. 2) erkennen. Besonders interessant war die Verfolgung der Haut- 
diastase nach intravenéser Injektion von Traubenzuckerlésung (s. Abb. 3). 
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Abb. 3 
Hautdiastase nach intravenéser Traubenzuckerinjektion bei Diabetes + Psoriasis 
Normal. Diabetes + Psoriasis, 


Nach 15 Minuten erfolgte ein Anstieg auf 130, nach 30 Minuten ein 
Abfall auf 95, nach 1 Stunde wird der Ausgangswert noch nicht erreicht; 
es findet sogar im Verlauf von 2 Stunden ein zweiter Anstieg auf 140 statt. 
Die Kohlenhydratstoffwechselstérung ist hier durch einen abnormen Kurven 
ablauf der Hautdiastasewerte gekennzeichnet. 
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Zusammenfassung und Kritik. 


Die Untersuchung der Hautdiastaseniichternwerte bei Hautkranken 
ergab mit Ausnahme eines Falles von Jchthyosis, bei dem ein abnorm 
hoher Nichternwert gefunden wurde, keine Abweichung von der 
Norm. Anders waren die Befunde nach Belastungsproben mit Trauben- 
zuckerlésungen und Insulininjektionen, die eine funktionelle Diagnostik 
an der Haut von Hautkranken erméglichen. 

Bei Diabetikern mit und ohne Hauterscheinungen wurde ein auf- 
fallend hoher Hautdiastaseniichternwert und eine deutliche Verzdgerung 
des Kurvenablaufs nach Belastung festgestellt. 

Die Ursache fiir die an Hautkranken erhobenen Befunde kann nur 
vermutet werden. In der I. Mitteilung wurde schon bemerkt, daB das 
Nebeneinandervorkommen von Diastase und Glykogen in der Zelle 
wahrscheinlich auf einer oberflachenaktiven bzw. adsorptiven Wirkung 
der intakten Zelle beruht. Wird durch Injektionen von oberflachenaktiven 
Stoffen eine Adsorptionsverdrangung bewirkt, so wird das Ferment 
frei. Unter krankhaften Bedingungen bestehen nun _ verschiedene 
Moglichkeiten, die eine Gleichgewichtsverschiebung zwischen Glykogen 
und Diastase bedingen kénnen: 

1. Es kann die Zelle selbst pathologisch verandert sein, also die 
Hautoberflache, die Epidermisstruktur, nicht intakt sein, wie es z. B. bei 
der erscheinungsfreien Haut des Psoriatikers und anderen Hautkrank- 
heiten der Fall ist. Dadurch kénnte eine Abdiffusion bzw. Abgabe der 
Diastase nach auBen erschwert werden. 

2. Es kann eine physikalisch-chemische Verinderung eine Stérung 
im kolloiden Aufbau der Zelle bedingen. 

3. Es kann unter krankhaften Verhaltnissen die Quantitat der 
abgelagerten Stoffe im Sinne einer Verminderung oder Vermehrung 
verindert sein; so besteht z. B. eine Vermehrung des Glykogens bei 
diabetischen Stérungen wahrscheinlich infolge abwegiger fermentativer 
Tatigkeit. 

Die Anzahl der beobachteten 15 Fille, obwohl unter den ver- 
schiedensten Gesichtspunkten eingehend untersucht, berechtigt natiir- 
lich bis jetzt noch nicht zu endgiiltigen SchluBfolgerungen. 

Die Deutung unserer Befunde beim Diabetes kann vielleicht darin 
gefunden werden, daB der beim Diabetes bestehende Glykogenschwund 
in der Leber durch eine Glykogenanreicherung in der Haut kompensiert 
wird. Damit ist zum mindesten der hohe Diastasegehalt an der Haut- 
oberflache zu erklaren. Das Glykogendepot in der Haut wird durch die 
Traubenzuckerinjektion mobilisiert. Ob damit auch der zweite Anstieg 
des Diastasewertes in Zusammenhang zu bringen ist, laBt sich allerdings 
nicht mit Bestimmtheit sagen. 
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Mit Sicherheit lassen die Versuchsergebnisse nur erkennen, dab 
die Kontrolle der Diastase im Dialysat nach Belastungsproben mit 
Traubenzuckerlésung und nach Insulininjektionen mit Hilfe der aus- 
fiihrlich geschilderten Methodik uns eine funktionelle Veranderung 
der Oberhaut anzeigt. Uber die Art der zugrundeliegenden Stérung 
laBt sich bis jetzt nichts Sicheres sagen. Der Vorteil der Untersuchungen 
besteht darin, daB die neue Methode quantitative Messungen an der 
lebenden gesunden und kranken Haut und zahlreiche gleichzeitige 
Kontrolluntersuchungen gestattet und daB dabei die obersten Haut- 
schichten intakt bleiben. Ermdéglicht wird diese Art der Untersuchung 


durch die relativ einfache Bestimmung der Diastase, durch ihre leichte 
Wasserléslichkeit und die dadurch bedingte schnelle Abdiffusion von 
der Hautoberfliche. Die Resultate fiihren zu therapeutischen SchluB- 
folgerungen; diesbeziigliche erfolgversprechende Untersuchungen sind 
zur Zeit im Gange (s. Diastase und Haut, Beeinflussung des Kohlen- 
hydratstoffwechsels durch perkutane Diastasezufuhr). 








Untersuchungen 
iiber den Gehalt der Haut und des Blutes an diastatischem Fer- 
ment und dessen biochemische Bedeutung bei Hautkrankheiten. 


III. Mitteilung: 
Diastase im Blute. 


Von 
Berta Ottenstein. 
(Aus der Universitétshautklinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1931.) 


Die Diastaseuntersuchungen im Dialysat der Hautoberflache, 
besonders aber die von der Norm abweichenden Werte der Hautdiastase 
bei Diabetes lieBen die Vermutung aufkommen, da zwischen Haut- 
und Blutdiastase gesetzmaBige Beziehungen vorhanden seien; aus dieser 
Erwagung heraus wurden auch Diastasebestimmungen im Blut in den 
Kreis der Untersuchungen einbezogen. 


Uber die Herkunft der Blutdiastase ist viel diskutiert worden. Es ist 
zweifellos, daB sie zum groBen Teil aus dem Pankreas stammt, zum Teil 
aber auch aus anderen Organen. Nach Oppenheimer scheint der Blut- 
diastase keine wesentliche Funktion zuzukommen; sie soll vielmehr als 
ein Ausschwemmungsprodukt der verschiedenen Organe zu betrachten 
sein, das zum Teil in den Harn iibergeht, vielleicht zum Teil zerst6ért oder 
auch wieder in die Zelle aufgenommen wird. Fiir eine wesentliche Be- 
teiligung des Pankreas an dem Gehalt des Blutes an Diastase spricht, daB 
die Unterbindung des Duct. Wirsungianus ebenso wie der natiirliche Ver- 
schluB durch Steine oder Tumoren eine Vermehrung der Blutdiastase bewirkt. 
Es zeigt sich ferner, daB der gréBte Teil der Falle von Pankreatitis eine 
Diastasevermehrung im Blut und im Urin aufweist (Hirschhorn, Popper und 
Selinger). Darauf griindet sich ja auch die Wohlgemuthsche Pankreas- 
diagnostik mit Hilfe der Diastasebestimmung im Urin. Bei Diabetes sind die 
Angaben sehr wechselnd. Wahrend die Diastasewerte im Urin (Schmerel) 
meist niedrig gefunden wurden, widersprechen sich die Angaben fiir Blut. 
So fand Myers eine Erhéhung, Ghedini fast vélliges Fehlen, Moeckel und Rost 
geben niedrige Werte an, Fuchs und Hetenyi fanden regelmaéBig Erhéhung. 
Strasser konnte kein charakteristisches Verhalten der Blutdiastase fest - 
stellen, und auch Oppenheimer ist der Meinung, da8 das Diabetikerblut 
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keine prinzipiellen quantitativen Abweichungen vom Blute des CGesunden 
aufweist. Diese Tatsachen machen es nach Schmerel bis heute noch nicht 
moglich, die Blutdiastase im Zusammenhang mit dem Fermentmangel des 
diabetischen Urins zu diskutieren. Vielleicht berechtigen aber die von mir 
mit der neuen Methode gefundenen, im folgenden mitgeteilten D/astase- 
werte im Blute zu weiteren SchluBfolgerungen. 

Die Diastasebestimmungen im Blute sind in den letzten Jahren meist 
nach der Wohlgemuthschen Jodmethode ausgefiihrt worden. und zwar mit 
Starke als Substrat. Mir lag daran, eine Mikromethode ausfindig zu machen, 
die die Diastasebestimmung in kleinsten Mengen Blut ermdéglicht. 

Fir 0,1 bis 0,2 cem Kapillarblut hat Lorber eine Mikrobestimmung 
ausgearbeitet. Bei der Nachpriifung dieser Versuche, die auch wie die 
Bestimmungen von Wohlgemuth mit Starke als Substrat angestellt waren, 
haben sich aéhnliche Schwierigkeiten ergeben wie bei den in der I. Mit- 
teilung beschriebenen Untersuchungen, insofern, als auch hier bereits die 
Nullwerte starken Schwankungen unterworfen sind. 

Deshalb habe ich die ,,Glykogenmethode**, die fiir die Diastase- 
bestimmung in der Haut erprobt worden war, auch auf das Blut an- 
gewandt und bin dabei wie nachfolgend beschrieben vorgegangen. 


Methodik der Diastasebestimmung im Blute. 


0,l cem Kapillarblut werden in 2 ccm destillierten Wassers auf- 
gefangen, dazu 9,1 ccm einer frisch bereiteten 0,3°,igen Glykogenlésung 
(Glykogen Kahlbaum, aus Pferdeleber hergestellt) und 0,1 cem einer 
1,1°/,igen NaCl-Lésung gegeben. Die Mischung wird 2 Stunden im 
Wasserbad bei 40° stehengelassen, dann mit 6ccm einer alkalischen 
Zinklésung nach 3 Minuten langem Kochen enteiweiBt und wie bei 
der Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen weiterbehandelt. Es 
wird der Reduktionswert vor der Hydrolyse mit Glykogen (gleich- 
bedeutend mit dem Blutzuckerniichternwert) vom Gesamtreduktionswert 
nach der Hydrolyse abgezogen!?. 

Die Blutdiastasewerte bewegen sich durchschnittlich normalerweise 
zwischen 130 und 170 mg-°,, untersucht an 30 véllig gesunden Personen. 
Eine gewisse Abhangigkeit des Blutdiastaseniichternwertes von der vor- 
angegangenen Erndhrungsperiode baw. vom Glykogenvorrat der Leber 
ware immerhin méglich, doch ist nach meinen Untersuchungen kein 
wesentlicher EinfluB (siehe Anmerkung *) erkennbar (siehe Tabelle I). 


1 Selbstversténdlich miissen auch hier Kontrolluntersuchungen mit 
Glykogenlésungen ohne Zusatz von Blut angestellt werden. 


* Anmeikung: Dagegen andern sich die Blutdiastasewerte direkt 
nach der Nahrungsaufnahme, und zwar folgt normalerweise auf eine 
anfangliche Erniedrigung ein allmahlicher Anstieg zum Ausgangswert, 
eventuell sogar ein Uberschreiten des Ausgangswertes. In pathologischen 
Fallen, besonders beim Diabetes, tritt eine Verschiebung ein. Dariiber 
soll an anderer Stelle berichtet werden. 
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Tabelle I. 


Blutdiastaseniichternwerte nach kohlenhydratreicher und kohlen- 
hydratarmer Ernahrungsperiode. 











Niichternwert Nach 3 Tagen kohlenhydratreicher Kost 
Name Blutzucker Diastase Blutzucker Blutdiastase 
mg-" 9 mg-° 9 mg-°/9 mg- 
= ee 84 168 97 158 
>? ee 86 144 85 157 
Niichternwert Nach 3 Tagen kohlenhydratarmer Kost 
Name Blutzucker Diastase Blutzucker Blutdiastase 
mg-? 5 mg-°/» mg-° 5 mg-' 
SSP ee 97 156 98 160 
re 84 138 90 144 


Blutdiastase bei Diabetes. 
Anders als bei Gesunden sind die Werte bei Diabetikern. Nach- 
folgende Tabelle II bringt die bisherigen Resultate an zwélf unter- 


suchten Fallen. 
Tabelle II*. 


Diastase im Blute bei Diabetikern. 





aia Alter Blutzucker Blutdiastase ineteintiieinaen 
Jahre mg-° 4 mg-°/5 

ff aes 61 155 17 Kein Insulin 
ty SY ees 72 142 29 ; - 
ke ee 51 347 s ; 
aa 51 145 0 “ ‘ 
a 50 222 46 ‘ " 
De® fhe: x 35 187 62 ‘ : 
> oe 32 188 26 " ‘ 
> Aire 60 214 34 " ‘ 
meas 2% bs 17 147 44 Insulin 
SM Sa ae 21 142 68 ‘ 
OS FE 55 172 62 ‘ 
Ds o «= y S 54 319 65 . 
Derselbe. . . . 54 214 64 Wiederholung nach Therapie 


Es wurden also einwandfrei niedrige Diastasewerte im Kapillarblut 
bei Diabetikern gefunden. 


* Die auf die Tagesmenge berechnete quantitative Bestimmung der 
Zuckerausscheidung im Urin war bei den meisten Patienten nicht durch- 
fiihrbar, da nur eine einmalige Untersuchung stattfinden konnte. Auf die 
Frage des Zusammenhangs zwischen Blut- und Urinzucker ist deshalb 
hier nicht néher eingegangen worden, um so mehr als sie fiir die vorliegende 
Fragestellung nur von sekundarer Bedeutung ist. 
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Wie die niedrigen Zahlen bei Diabetes zu deuten sind, liBt sich 
heute noch nicht sagen. Es kénnte zunachst der Einwand erhoben 
werden, daB die Anwesenheit von gréBeren Mengen Traubenzucker 
(z. B. Fall B.G.319 mg-°%, Blutzucker) die Diastase hemmt, da be- 
kanntlich die bei der Fermentation auftretenden Spaltprodukte die 
diastatische Wirksamkeit beeinflussen. Dagegen spricht aber, daB 
bei demselben Fall B.G. trotz Absinkens des Blutzuckerniichtern- 
wertes im Laufe der Behandlung der Diastasewert der gleiche bleibt; 
ferner spricht dagegen, daB auch bei relativ niedrigen Blutzuckerwerten 
(142 mg-°,,) der Diastasegehalt im Blut von Diabetikern niedrig gefunden 
wurde (68 mg-°,): auffallend niedrig sogar bei nicht insulinisierten 
Diabetikern, insbesondere bei einem nicht insulinisierten Hochdruck- 
diabetes (Fall P. W., Alter 72 Jahre, Blutdruck 230/120mm Hg). 


Diese Zahlen fiir Diastase, die eigentlich gegriindet sind auf der Be- 
stimmung des Reduktionswertes vor und nach der H ydrolyse von Glykogen- 
lésungen und mit dem Wohlgemuthschen Diastaseeinheitsbegriff nicht zu 
identifizieren sind, kénnen verglichen werden mit dem von Grevenstuk, 
Laqueur und anderen aufgestellten Begriff vom freien und gebundenen 
Zucker in Blut und Organen. Der freic Zucker umfaBt die Mengen an 
reduzierenden Substanzen, die mit den itiblichen Mikromethoden als so- 
genannter Blutzucker ohne vorangegangene Aufspaltung bestimmt werden!?. 
Werden die Kohlenhydrate des Blutes durch Hydrolyse mit organischen 
oder anorganischen Séuren, also auf chemischem Wege, gespalten, der 
im Vergleich zur Fermentation einen viel gréberen Eingriff bedeutet, so 
erhaélt man auf diese Weise den Wert fiir den urspriinglichen ,,gebundenen* 
Zucker im Blute. Nach der Hydrolyse sowohl mit Mineralséuren als mit 
organischen Séuren nimmt das Reduktionsvermégen im Blute zu*. Es 
wird zu dieser Bestimmung arterielles Blut verwendet, weil es die kon- 
stanteste Zusammensetzung haben soll. Die bisher angewandten Methoden 
sind sehr verschieden und die gefundenen Werte nur untereinander ver- 
gleichbar. In allen Fallen wurde gefunden, daB der ,.gebundene Zucker*‘ 
von der Nahrungsaufnahme in bestimmter Weise beeinfluBt wird. Am 
wichtigsten sind aber die klinisch erhobenen Befunde; denn es hat sich 
herausgestellt, daB gerade bei einer Anzahl der bisher therapeutisch am 
schwierigsten zu beeinflussenden Krankheiten, wie Carcinom, Tuberkulose 
und bei Uramie mit auffallender Konstanz eine betrachtliche Steigerung 
des ..gebundenen Zuckers‘‘ gefunden wurde. Nun bleibt natiirlich die 
Frage offen, ob der in erhéhter Menge vorhandene ,,gebundene*’ Zucker 
in allen Fallen identisch ist, weiter, ob seine Anhdufung die primdre Ursache 
des Krankseins oder erst als sekundére Begleiterscheinung auftritt, und 
ferner, wie die pharmakologische Beeinflussung im Sinne einer Senkung des 
gebundenen Zuckers méglich ist. 


' Man muB sich dariiber klar sein, daB man auf diese Weise neben der 
Glucose auch andere reduzierende Bestandteile des Blutes, wie Glucuron- 
séure, Acetaldehyd usw. bestimmt. 

2 Grevenstuk bezeichnet die gesamten durch Hydrolyse frei werdenden 
reduzierenden Substanzen mit Hy-S. 
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Es wurden nun von Glassmann u.a. im Gegensatz zu den bei 
Tuberkulose und Carcinom erhobenen Befunden bei Diabetikern unterhalb 
der Norm liegende Werte fiir den ,,gebundenen** Zucker oder sogar voll- 
stdndiges Fehlen desselben gefunden. Insulin bewirkte eine Steigerung 
des gebundenen Zuckers, eine Tatsache, die von anderen Autoren 
wie Condorelli, Caltabiano bestatigt wurde, wihrend Gruat und Rathery, 
Bisceglie keine so eindeutigen Resultate finden konnten. Grevenstuk 
stellt bei der Wichtigkeit des Problems die Forderung auf, daB syste- 
matische Bestimmungen des ,,gebundenen Zucker*‘-Gehalts an méglichst 
vielen Kranken zur Bestatigung und Erweiterung des bisher Gefundenen 
gemacht werden sollten, eine Forderung, die ich mit Hilfe der im Vergleich 
zur chemischen Hydrolysenmethode viel einfacheren Diastasebestimmung 
in Haut und Blut schon seit langerer Zeit ohne Kenntnis der Grevenstuk- 
schen Untersuchungen zu erfiillen versuchte. Meine eigenen Resultate 
beziiglich des niederen Diastasewertes wirden sich also mit dem unter- 
halb der Norm liegenden Wert von Glassmann fiir den ,,gebundenen*‘ 
Zucker decken. Es ware auch in Einklang zu bringen mit dem niedrigen 
Diastasewert im Harn von Diabetikern (Schmerel), viellcicht auch mit 
dem von Kussmaul empirisch gefundenen Diastasemangel bei Diabetes! ; 
er wurde ferner iibereinstimmen mit dem von Rost vermuteten Mangel 
an diastatischem Ferment bei gewissen auf Kohlenhydratstoffwechsel- 
stérung beruhenden Hautkrankheiten (Festschrift Lo Monaco). 


Blutdiastase bei Hautkrankheiten. 


Die Feststellung von \niedrigen Diastasewerten im Blut ist also 
ein deutliches Zeichen fiir Kohlenhydratstoffwechselstérungen auf 
pankreogener Grundlage. 


» Nach der Auffassung von Rost fiihren Stoffwechseluntersuchungen dazu, 
die rein morphologische Einteilung aufzugeben zugunsten einer kauecal- 
genetischen Betrachtungsweise, die also die Atiologie in den Vordergrund 
stellt. Morphologisch véllig verschiedene Krankheiten kénnen auf he- 
stimmte einheitliche Dispositionen zuriickgefiihrt werden, denen u. a. eine 
besondere Stoffwechselstérung zugrunde liegen kann. So findet man z. B. eine 
einheitliche pathoglykdmische Basis bei morphologisch verschiedenen Krank- 
heitsbildern wie Ekzem, Psoriasis, Pruritus usw. Diese Neueinteilung auf 
der Grundlage der Stoffwechselanomalie ist speziell fiir die Therapie von 
entscheidender Bedeutung, weil erst nach Einsetzen einer Behandlung, 
die diese Stoffwechselstérung beseitigt, ein endgiiltiger Erfolg im Sinne der 
Ausheilung der Hautkrankheit erzielt wird. Das erhéht den Wert dieser 
neuen Betrachtungsweise gegeniiber der alten, die notwendigerweise durch 
ihre eingeengte morphologische Betrachtungsweise dazu gezwungen ist, 


1 Kussmaul hat schon 1874 bei zwei Diabetesfallen Diastasecinspritzungen 
in die Vene und in das Unterhautzellgewebe vorgenommen und eine ver- 
minderte Zuckerausscheidung im Urin dabei festgestellt. 
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nur eine symptomatische Therapie zu treiben. Der mangelnde Erfolg zeigte 
sich an zahlreichen Rezidiven, die ummer wieder beobachtet wurden. 

Bei der Bedeutung des Kohlenhydratstoffwechsels fiir Haut- 
krankheiten war nun von Interesse, ob es auf Grund der Diastase- 
bestimmungen im Blut moéglich sei, in das Stoffwechselgeschehen einen 
Einblick zu gewinnen und damit eventuell ein friihzeitig diagnostisch 
verwertbares Symptom bei pathoglykdmischen Hautaffektionen fest- 
zustellen. Die nach dieser Richtung unternommenen bisherigen Versuche 
zeitigten die in der Tabelle III niedergelegten Ergebnisse. 


Tabelle III. 


Diastase im Blute bei Hautkranken. 





Zahl det Durchschnittswerte 
Krankheitsbezeichnung untersuchten Blutzucker Diastase 
rome mg- mg- 

Ekzem a ee oe ae ae 18 95 136 
Spatexsudatives Ekzematoid . 7 85 170 
Ichthyosis . 2 100 150 
Psoriasis R siete tas 7 99 120 
Dermatitis intertriginosa 12 110 110 
Pruritus . we: het Bead 3 100 97 
OO ee 12 150 50 


Bemerkung: Die Diabetesfalle wurden hier zum Vergleich mit heran- 
gezogen. 


Wenn 130 bis 170 mg-°®,, als Durchschnittswert bei Hautgesunden 
angenommen werden darf, so sind unter 49 Fallen 27 Fille (55°), 
die normale Zahlen, und 22 Fille (45°), die unter der Norm liegende 
Werte aufweisen, darunter Psoriasis, Dermatitis intertriginosa, Pruritus. 
Interessant ist nun, da8 gerade diese Fille, die niedrige, mehr den 
Diabetesfallen sich naihernde Diastasewerte ergaben, bei intravenésen 
Traubenzuckerbelastungsproben (s. I. Mitteilung) ‘pathoglykdmisch 
Kurvenbilder aufzuweisen hatten. 

Die Auffindung von niedrigen Diastasewerten im Blut ist demnach 
ein friihzeitiges Symptom bei ,,pathoglykdmischen** Hautaffektionen und 
insofern von Bedeutung, als eine therapeutische Ausnutzung dieser Be- 
funde aussichtsreich erscheint. 
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Untersuchungen iiber Muskelkoaguline. 


Von 


Albert Fischer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Gastabteilung Dr. A. Fischer 
aus Kopenhagen, in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Es ist eine alte chirurgische Erfahrung, daB eine Tamponade mit 
frisch ausgeschnittenen Muskelstiickchen eine sichere Hamostase 
ergibt, die auch, namentlich bei Blutungen parenchymatéser Organe, 
praktische Anwendung findet. In der letzten Zeit wurde auch hetero- 
loges Muskelgewebe (Kaninchen, Vogel) in der menschlichen Chirurgie 
verwendet. Th. de Martel, J.Guillaume und M. Lassery (1) haben 
Muskelgewebe von Tauben mit groBem Erfolg gegen fatale Hamor- 
rhagien bei otorhinolaryngologischen Operationen benutzt. Diese 
Forscher haben sich bemiiht, die wirksamen Stoffe aus dem Muskel 
zu extrahieren, um haltbare und leicht applizierbare Praparate zu 
erhalten. Die Versuche waren vorlaufig ohne Erfolg. 

Hier soll iiber einige Versuche mit Muskelextrakttrockenpraparaten 
berichtet werden, deren gerinnungsbeschleunigende Wirkung bis heute — 
nach etwa 2 Jahren — unverdndert erhalten geplieben ist. 


Technik. 


Das Verfahren zur Herstellung gerinnungsférdernder Stoffe aus Muskel- 
gewebe hat sich als 4uBerst einfach erwiesen. Muskel wurde aus der Brust- 
muskulatur ausgebluteter Hiihner entnommen und destilliertes Wasser 
zu gleichen Gewichtsteilen Muskelgewebe zugesetzt. Die Muskelstiickchen 
werden durch einfaches Zerschneiden oder Drehen durch einen Fleischwolf 
zerkleinert. Die Extraktion soll etwa 2 bis 4 Stunden dauern. Wahrend 
dieser Zeit bleibt das Gemisch im Eisschrank bei 0°. Nach Beendigung 
der Extraktion wird die Fliissigkeit durch Zentrifugieren vom Gewebe 
getrennt und in flachen Schalen im Vakuum iiber CaCl, oder nach dem 
Gaede-Straubschen Schnelltrockenverfahren getrocknet. Der Trocken- 
extrakt l4Bt sich bequem zu einem Pulver verreiben und lést sich leicht in 
destilliertem Wasser oder Ringerlésung auf. 











358 A. Fischer: 


Fir die Messung der Gerinnungsgeschwindigkeit wurde die Methode 
benutzt, die ich in einer friiheren Arbeit beschrieben habe (2) und die sich 
als besonders geeignet fiir serienmaéBige Austitrierung erwiesen hat. Die 
Untersuchungen wurden mit reinem Hiihnerplasma, das unter den gewohn- 
lichen Kautelen (geédlte Kaniilen, eisgekiihlte paraffinierte Glaiser) gewonnen 
war, angestellt. Das Hiihnerplasma wurde stets mit gleichen Teilen Ringer- 
lésung verdiinnt. Einem Tropfen der Lésung, deren Wirkung bestimmt 
werden soll, wurden 4 Tropfen verdiinnten Plasmas zugesetzt ; die Messungen 
sind bei 39° C vorgenommen. 

Experimentelles, 

Ein Muskelextrakt, nach dem oben beschriebenen Verfahren her- 
gestellt, ist in einer Verdiinnung von 1: 500 imstande, Hiihnerplasma 
in Laufe von 2 bis 3 Minuten bei 39°C zu koagulieren. Die Eigen- 
gerinnung des angewandten Hiihnerplasmas erfolgt erst nach mehreren 
Stunden bis zu mehreren Tagen bei 39°. 

Eine wasserige Lésung von Muskelsaft verliert ihre gerinnungs- 
fordernde Wirkung im Laufe von ganz kurzer Zeit. Ein Trockenextrakt 
dagegen behalt seine Aktivitaét fast unverandert (Beobachtungen sind 
bis jetzt etwa tiber 2 Jahre lang gemacht. 

Exp. 255 und 342. Ein Extrakt (255) bringt Plasma _ in 2 bis 
3 Minuten zur Gerinnung. Ein Teil hiervon wurde im Vakuum ge- 
trocknet; ein anderer Teil ist als Lésung bei Zimmertemperatur auf- 
gehoben worden. Nach 4 Wochen wurde der eingetrocknete Extrakt 
wieder zum urspriinglichen Volumen in Wasser gelést und die Gerinnungs- 
zeit fiir beide Extrakte miteinander verglichen. Bei dem wieder gelésten 
Trockenextrakt betrug die Gerinnungszeit des zugesetzten Plasmas 2 bis 
23/, Minuten und bei der Kontrolle und dem Extrakt, der dauernd als 
Lésung aufgehoben worden war, 16 bis 20 Minuten. Nach 1 Jahr 
betrug die Gerinnungszeit fiir die Trockensubstanz noch 2 bis 2!/, Mi- 
nuten. Lésungen von Muskelsaft bei Zimmertemperatur aufbewahrt, 
verlieren ihre Aktivitét schneller als die bei 0° aufbewahrten. Noch 
schneller geht die Inaktivierung bei 39° vor sich. 

Um die Haltbarkeit der Aktivitét der ,,Koaguline’ wasseriger 
Lésung zu untersuchen, wurden sterile Ampullen mit den aseptisch 
hergestellten Lésungen gefiillt. Bei einer spaiteren Gelegenheit wurden 
die Lésungen auf ihre Aktivitaét gepriift. Hierbei wurde gefunden, 
daB der Inhalt einiger Ampullen ziemlich inaktiv war, wahrend der 
Inhalt anderer Ampullen seine Aktivitat fast behalten hatte. Es stellte 
sich heraus, daB die Ampullen, deren Inhalt inaktiv geworden war, 
zufallig nicht ganz zugeschmolzen waren, wahrend die iibrigen vollig 
intakt waren. Die Inaktivitat der Fliissigkeit der nicht gut verschlossenen 
Ampullen beruhte nicht auf einer Dekomposition durch Bakterien; 
tatsachlich wurde gefunden, daB der freie Zutritt von Luft die eigentliche 
Ursache der Inaktivierung war. 
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Exp. 269, 272 und 296. Die Gerinnungszeit mit dem Extrakt 
5 Tage lang in zugeschmolzenen Ampullen betrug 6 Minuten und die 
Gerinnungszeit mit dem gleichen Extrakt 5 Tage in offenen Ampullen 
22 bis 24 Minuten. 

In einer reinen Sauerstoff-Atmosphare ist die Wirkung einer 
Extraktlésung nach 2 bis 3 Tagen um etwa 100°, geringer als die 
entsprechende Lésung in einer reinen Stickstoff-Atmosphare. Durch- 
perlen einer Extraktlésung mit O, fiihrte nach 2 Stunden zu einer 
deutlichen Herabsetzung ihrer Aktivitaét (281). 

Zusatz von H,Q, oder Kalium-Permanganat zu verdiinntem Muskel- 
extrakt ergab keine momentane Inaktivierung. Nach Ablauf von 
etwa 24 Stunden erfolgt eine vollkommene Zerstérung. Als Beispie! 
erwahnen wir folgenden Versuch. 

Exp. 326. Zu 5ccm 1: 50 verdiinnten Gewebesaft wurden 0,5 com 
7°, H,Q, zugesetzt. Unmittelbar darauf war die gerinnungsférdernde 
Wirkung der Extrakte mit und ohne H,O, dieselbe, nimlich 1 Minute 
Etwa 30 Stunden nachher war das Plasma mit dem Extrakt, zu dem 
H,O, zugesetzt wurde, noch nach 1’), Stunden fliissig, wogegen da: 
Plasma, dem Kontrollextrakt zugesetzt war, nach einigen Minuten 
koagulierte. Bemerkenswert ist die Tatsache, daB es relativ lange 
dauert, bevor die Inaktivierung zustande kommt. Die Anwesenheit 
von selbst groBen Mengen von H,O, in dem System Koagulin und 
Plasma verhindert nicht das Eintreten der Koagulation. Es dauert 
lange, bevor die vollkommene Inaktivierung eintritt, aber dann kommt 
sie ganz plétzlich. 

Manchmal ergab der mit H,O, versetzte Extrakt den Eindruck, dab 
nicht allein die férdernde Wirkung des Gewebesafts vollstandig auf- 
gehoben, sondern eine gerinnungshemmende Wirkung sich entwickelt. 
Denn es ist oft passiert, daB gerade die Plasmaréhrchen, zu denen ein 
solcher Extrakt mit H,O, zugesetzt war, sich linger fliissig halten als 
die Kontrollréhrchen mit reinem Plasma, nimlich mehrere Stunden 
hindurch. Meistens nimmt das Plasma mit H,O, im Extrakt einen éligen 
Charakter an. Um zu entscheiden, ob wirklich ein Hemmungskoérper 
entstanden war, wurden sowohl dem durch H,Q, inaktivierten Extrakt 
wie dem noch aktiven Kontrollextrakt einige Tropfen frischen 
Muskelsafts zugesetzt. Wenn nun ein Hemmungskérper vorhanden 
ware, miiBte eine Verzégerung in der Koagulation durch den Extrakt 
mit H,O, gegeniiber dem noch aktiven Extrakt eintreten. Dies war 
jedoch nicht der Fall. Die Gerinnungszeit war die gleiche fiir beide 
Extrakte nach dem erneuerten Zusatz von aktivem Koagulin. 

Es wurde beobachtet, daB die vollkommene Inaktivierung der 
Koaguline nach Zusatz von H,O, um so friither eintritt, je gréBer die 
Konzentration von Gewebesaft ist. Dies kénnte so gedeutet werden, 
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daB durch gréBere Mengen Gewebesaft eine starkcre Zersetzung von 
H,O, stattfindet und der hierbei auftretende nascierende Sauerstoff 
zur Zerstérung des Koagulins fiihrt. Diesbeziiglich wurden auch starkere 
Loésungen von anderen Substanzen hergestellt, nimlich von Blut- 
serum, Fibrin und Katalase haltigem Leberextrakt. Zu diesen ver- 
schiedenen Lésungen wurde H,O, in den angefiihrten Mengen zugegeben. 
Selbst in dem Falle, wo die Zersetzung von H,O, ziemlich stiirmisch 
vor sich ging, blieb doch die Wirkung von vorher zugesetzten ,,Koagu- 
linen’ ganz intakt. Man muB also sagen, daB die Inaktivierung durch 
Oxydation mit H,O, eine ziemlich lange Zeit erfordert. 


Der EinfluB héherer Temperaturen auf die Muskelkoaguline. 


Der wisserige Extrakt von Muskelgewebe ist ein sehr labiles 
System. Schon nach ein- oder zweitigigem Aufenthalt in Eis, 
bzw. bei 0°C, manchmal schon viel friiher, treten Ausfallungen auf. 
Bei Zimmertemperatur schon nach einigen Stunden, bei K6rper- 
temperatur nach einigen Minuten und bei 56°C fast momentan. Die 
Ausfallungen geben den Lésungen den Charakter von schwacher bis 
starker Opaleszenz bis zu groben Ausflockungen nach dem Kochen. 
Manchmal bleiben Ausflockungen nach dem Kochen aus, und die 
Lésungen sind stark opalisierend. 

Es muB hierbei betont werden, daB ich mir vorlaufig absichtlich 
keine Miihe gegeben habe, diese komplexen Systeme zu zerlegen, um 
nicht zu den verschiedenen Anschauungen iiber den Vorgang der Blut- 
gerinnung Stellung nehmen zu miissen. Mit Ausnahme davon, dab 
wir festgestellt haben, daB die wirksamen Prinzipien mit der Globulin- 
fraktion des Muskelextrakts mit gefallt werden (252), sind alle 
Versuche mit dem wiasserigen Extrakt von frischem Hiihnermuskel 
vorgenommen. Bequemlichkeitshalber benutzten wir den Ausdruck 
,,.Koagulin“, ohne dazu Stellung zu nehmen, ob es sich dabei um 
Fermente handelt oder nicht. 


Exp. 215. Von einem wisserigen Extrakt von Hiihnermuskel 
wurde eine Verdiinnung von 1: 100 in Ringerlésung hergestellt. Diese 
wurde bei 56° C erhitzt. In verschiedenen Abstanden wurde die Wirkung 
des Extrakts auf Hiihnerplasma gepriift, indem 1 Tropfen Muskel- 
extrakt (1: 100) zu 4 Tropfen Plasma zugesetzt wurde. Fiir jeden 
Versuch wurden vier Proben angestellt, die immer gut iibereinstimmten. 

Hieraus geht hervor (Tabelle I und Abb. 1), daB die Wirkung 
des Extrakts anfangs geringer ist, dann umkehrt und nach 5 Stunden 
Erhitzung bei 56° fast auf den Anfangswert zuriickkommt. Diese 
Beobachtung stimmt auch mit der von Bordet (3) iiberein. Dieser 
Verfasser fand, da Gewebeextrakt, der auf 100° erhitzt worden war, 
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Tabelle I. 





Mauer des J onthalts P auer des Aufe s 
Dauer = — Gerinnungszeit yes ~ — Gerinnungszeit 
Min. Min. Min. Min 
15 16 115 34 
40 26 300 19 
70 35 


noch gerinnungsbeschleunigend wirkte. Nach Fr. Kraus und Fuchs (4) 
laBt sich dieser Vorgang beim erhitzten Extrakt durch die Anwesenheit 
von thermostabilem ,,Cytocym* und thermolabilem ,,Prothrombin™ 
erklaren. 


uw, 
An die ausgefallten Substanzen, / sare 

die im Muskelsaft entweder durch a 

langeres Aufbewahren auf Eis oder in if 


kirzerer Zeit bei K6érpertemperatur 


\ 


oder momentan bei héherer Temperatur 


Germnung nach Minuten 


entstehen, sind die gerinnungsbeschleu- | 
nigenden Wirkungen gebunden.  Fol- "tl 0 20 FH 
gende Versuche werden das Gesagte Dawer be: 56m Minuten 


illustrieren. Abb. 1. 


Exp. 217 bis 222 und 234. Ein diinner Muskelextrakt wurde 
20 Stunden bei 39° belassen; reichliche Ausfallungen sind entstanden. 
Dieser Extrakt mit den aufgeschiittelten Ausfillungen koagulierte 
Hiihnerplasma in 8 Minuten. Dasselbe Praparat von den Ausfallungen 
durch Zentrifugieren getrennt, koagulierte Plasma in 48 Minuten. 
Das Prazipitat wurde kurz gewaschen und in Ringerlésung auf- 
geschwemmt. Diese Aufschwemmung koagulierte Plasma in 7 bis 
8 Minuten (234). Es geht daraus hervor, daB die aktive Wirkung dieser 
Extrakte in der Hauptsache an den Bodensatz gebunden ist. 

Es wurden Versuche unternommen, um festzustellen, wie weit 
die gerinnungsférdernde Wirkung der ausgeflockten Partikelchen auf 
den ,,mechanischen EinfluB (Oberflachen-Wirkung) der Ausflockung 
zurickzufiihren ist, oder ob es sich um eine spezifische Wirkung wie 
etwa die Wirkung des ,,Phosphatid-Cytocym*™ handelt. Die Wirkung 
von Suspensionen von pulverisiertem Fibrin, Blutkohle, Kongorot 
wurde untersucht. Diese waren durchaus ohne Wirkung. 

Die Wirkung des ,, Antiprothrombin* (Heparin) auf das thermostabile 
,Cytocym“ ist angeblich gering. Versuche wurden angestellt, um die 
Wirkung des Heparins auf die ausgefillten Flocken zu untersuchen. 

Exp. 223. Zu einem von zwei Réhrchen, die beide 5 ccm desselben 
verdiinnten Muskelsafts enthielten, wurden 0,2ccm Heparinlésung 


24° 
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(1° oo) zugefigt. Der Kontrollextrakt (ohne Heparin) koagulierte Plasma 
in 8 Minuten, wahrend der Extrakt (mit Heparin) das Plasma in 
30 Minuten koagulierte. Dann wurden diese beiden Réhrchen mit 
Extrakt im Wasserbad bei 39°C angebracht, und nach 1',,, 2"), und 
5 Stunden auf ihre Gerinnungsfahigkeit gepriift. Wahrend der Extrakt 
ohne Heparin ziemlich undurchsichtig und opalisierend wurde, blieb 
der Extrakt mit Heparin noch ganz klar und unverandert. Der Kontroll- 
extrakt (ohne Heparin) koagulierte nach 5 Stunden bei 39° Plasma 
noch schneller als vorher, nimlich in 5 Minuten, und der Extrakt mit 
Heparin koagulierte Plasma in 30 Minuten, also unverindert. Jetzt 
wurde die gleiche Menge Heparin, die vorher zu dem einen der Réhrchen 
zugesetzt war, zu dem Kontrollextrakt, der wahrend 5 Stunden bei 39° 
angebracht war und nun vollstandig triibe ist, zugesetzt. Dieser Zusatz 
von Heparin zu dem schon ausgeflockten Extrakt war absolut wirkungs- 
los. Die Gerinnungszeit blieb dieselbe wie vor dem Zusatz von Heparin. 
Wenn Heparin, wie es angegeben worden ist, so ziemlich keine Wirkung 
auf das ,,Cytocym™ austibt, ist es schwer zu verstehen, warum es 
einerseits im klaren Extrakt eine groBe Gerinnungshemmung aus- 
iibt und auf der anderen Seite in dem schon ausgeflockten Extrakt 
ohne Wirkung bleibt, um so mehr, wenn gerade die gerinnungs- 
fordernde Wirkung des ausgeflockten erhitzten Extrakts auf das 
thermostabile ,,Cytocym* zuriickzufiihren sein sollte. Die Wirkung des 
Heparins liegt vermutlich schon an einer ganz anderen Stelle, und 
zwar in seiner stabilisierenden Eigenschaft, mit anderen Worten, in 
der Verhinderung der Ausflockung. Hat die Ausflockung schon statt- 
gefunden, ist hiermit auch die Rolle des Heparins zum gréBten Teil 
ausgespielt. Ich werde in einer anderen Arbeit hierauf naher zuriick- 
kommen. 

’ Es ware, wie gesagt, durchaus denkbar, daB die Aktivitat des 
unerhitzten und des bei 56° langere Zeit erhitzten Extrakts, die fast 
gleich wirksam sind, auf zwei verschiedene Wirkungsmodi zuriick- 
zufiihren ist (Abb. 1). Man kénnte vermuten, daB es sich beim un- 
erhitzten Extrakt um die Wirkung eines spezifischen Koagulins oder 
eine spezifische Thrombokinase handelt und beim erhitzten Extrakt 
um eine rein physikalische Wirkung der aufgeschwemmten Flocken. 
Um dies festzustellen, wurden diinne Lésungen von reinem Ei- Albumin, 
Serum-Albumin und Blutserum zur Triibung erhitzt und ihre Wirkung 
gepriift. Mit keiner von diesen triiben EiweiBlésungen war es méglich, 
eine gerinnungsbeschleunigende Wirkung festzustellen. Es mu daher 
angenommen werden, da®B es sich bei den Gewebesiften um besondere 
yerinnungsbeschleunigende Prinzipien handelt, die nicht ganz mit 
den Gerinnungswirkungen etwa einer rauhen Glasoberfliche oder 
dergleichen verglichen werden kann. 
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Zusammenfassung. 

1. Durch einfache Extraktion mit destilliertem Wasser lassen sich 
vom Muskelgewebe vom Vogel duBerst wirksame gerinnungsfirdernde 
Stoffe gewinnen. 

2. Im Trockenextrakt ist die gerinnungsbeschleunigende Wirkung 
uber etwa 2 Jahre unverandert geblieben. 

3. In Wasser gelést, ist die Haltbarkeit der Praparate gering. 

4. Die wirksamen Stoffe in wiisseriger Lésung sind empfindlich 
gegeniiber dem EinfluB von freiem Sauerstoff und werden in kiirzester 
Zeit inaktiviert. 

5. Hinzufiigung von H,O, zu einer wasserigen Lésung von Muskel- 
extrakt zerstért ihre Aktivitat ginzlich, und zwar nicht gleich, sondern 
erst nach Ablauf von etwa 24 Stunden oder noch langer. 

6. Eine wasserige Lésung von Muskelextrakt ist sehr labil. Auf 
Eis aufbewahrt, flockt sie mit der Zeit aus. Die Ausflockung geht mit 
der Erhéhung der Temperatur schneller vor sich und ist fast momentan 
bei 56°. 

7. Nach langerem Erhitzen auf 56° oder nach dem Kochen ist die 
gerinnungsférdernde Wirkung an das ausgeflockte EiweiB gebunden. 

8. Heparin verhindert die Ausflockung eines Extrakts und hemmt 
dadurch die blutgerinnende Wirkung. 

9. Heparin zu dem schon ausgeflockten Extrakt zugesetzt, wirkt 
nicht langer hemmend auf die Blutgerinnung. 


Literaturangaben. 
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S. 1748. 2) A. Fischer, Pfliigers Arch. 225, 737, 1930. 3) Bordet, Ann. 
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Zum Mechanismus der Hemmung der Blutgerinnung. 


Vi ym. 
Albert Fischer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm Institut fiir Biologie, Gastabteilung Dr. Albert 
Fischer aus Kopenhagen, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1931.) 
Mit 11 Abbildungen im_ Text. 


In einer friiheren Arbeit (1) ist erwahnt worden, das der Zusatz 
kleiner Mengen Heparin (Antiprothrombin Howells) zu wasserigen 
Lésungen von Gewebesaften die Hitzekoagulation des EiweiBes ver- 
zogert oder ganz verhindert. Weiter haben wir gefunden, daB Heparin 
auch die Entstabilisierung von EiweiB durch Saure, Elektrolyte, Alkoho!] 
und andere fillende Agenzien zu verhindern imstande ist. Es ist an- 
zunehmen, da ein direkter Zusammenhang zwischen der stabilisierenden 
Wirkung von Heparin auf EiweiSlésungen und seiner hemmenden 
Wirkung auf die Blutgerinnung besteht. Mit der erweiterten Aufgabe, 
die Wirkung des Antiprothrombins (Heparin) auf die Eiwei®fallungen 
zu studieren, ergab sich die Gelegenheit, neue Gesichtspunkte zur 
Analyse des Gerinnungsmechanismus zu gewinnen. 

Es wurde beobachtet, daB kleine Mengen von Heparin! die Aus- 
fallungen von Globulin aus Blutserum oder Blutplasma bei Verdiinnen 
mit destilliertem Wasser verhindert. Setzt man 1 Tropfen Blutserum 
zu 5ecem destillierten Wassers, tritt sofort eine deutliche Triibung auf. 
Sind schon vorher 5 Tropfen einer 1°) ,igen Lésung von Heparin zu- 
gesetzt, bleibt das Wasser etwa 30 Stunden lang ganz klar (Exp. 241). 
DaB es sich wirklich um eine Wirkung des Heparins handelt und nicht 
um die Wirkung etwaiger Verunreinigungen des Heparins mit Elektro- 
lyten, ergab sich daraus, da selbst vielfach gréBere Na Cl-Mengen 
keine Wirkung auf die Globulinfillungen unter den Bedingungen der 
Experimente ausiiben. 


' Das Heparin ist direkt durch die Firma Hynson, Westcott & Dunning 
in Baltimore bezogen. 
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Um die Wirkung des Heparins auf die Globulin-Ausfallungen genau 
zu studieren, wurde die Messung der Triibung mit dem Pulfrichschen 
Stufenphotometer unternommen. Da die Ausfillung des Globulins 
durch die starke Verdiinnung mit kauflichem destillierten Wasser in 
der Hauptsache auf seinen relativ hohen Gehalt an CO, zuriickzufiihren 
ist, wurden alle Versuche um vergleichbare: und reproduzierbare 
Resultate zu bekommen bei Anséiuerung des ausgekochten Wassers 
durch Zusatz einer kleinen konstanten Menge n 10 KH,PO, aus- 
gefiihrt. Der Zusatz von KH,PO, gibt ein px von etwa 5,5. Die Ver- 
suche wurden in der Regel in folgender Weise ausgefiihrt : 


Man bediente sich der von Zangemeister angegebenen Spezial-Becher- 
(Gylaser mit einem Innendurchmesser von 26mm. 10ccm ausgekochtes, 
destilliertes Wasser wurden in ein solches Glas einpipettiert. Dazu wurden 
0.1 bis 0,2 cem n/10 KH,PO, zugefiigt und nach Umschiitteln 1 Tropfen 
Blutserum zugegeben und dann sofort durch horizontéles Umschiitteln 
gemischt. Die Lésung triibt sich sofort durch Ausfallung von Globulin. 
Wenn die Wirkung von Heparin oder anderen Substanzen gepriift werden 
sollte, wurden diese vor dem Serumzusatz zu der Lésung zugegeben. Die 
Menge von n/10 KH,PO, ist nach Voruntersuchungen so gewaéhit, daB es 
mit den benutzten EiweiBmengen eine maximale Fallung gibt. Die Messungen 
sind in relativer Triibung in Prozenten angegeben. Damit meine Beob- 
achtungsresultate auch mit eventuellen spéteren Wiederholungen durch 
andere Forscher und mit Messungen unter Benutzung anderer Instrumente 
verglichen werden kénnen, gebe ich auch die Vergleichshelligkeit gegen 
meine von der Firma Zeiss geeichten Triibglaskérper an. Aus meinen in 
den Tabellen angegebenen relativen Triibungswerten lassen sich dadurch 
jederzeit die absoluten Triibungswerte ermitteln. Der Triibungswert (¢) 
meines Triibungsglask6rpers ist 0,0073. Alle Triibungswerte sind mit Hilfe 
des Filters L, bestimmt; die mittlere Wellenlinge des von diesem Filter 
hindurechgelassenen Lichtes ist 5300 A.-Einh., die Halbwertsbreite des 
Filters betragt 300 A.-Einh. Mit Hilfe dieses Filters ist unser Vergleichs- 
licht gegen den Triibglaskérper gemessen und ergibt sich fiir die Vergleichs 
helligkeit 3 zu 86°, und fiir die Vergleichshelligkeit 4 zu 54°,. Die Be- 
rechnung der absoluten Triibung berechnet sich dann nach. der Formel: 

rel. Tr. 


r H -d-t, 


wo relative Triibung die Helligkeit der untersuchten triiben Lésungen 
relativ zu einer der benutzten Vergleichshelligkeiten 3 oder 4 bedeutet, 
und H die Helligkeit meines Triibglaskérpers bei der Messung gegen dieselbe 
Vergleichshelligkeit mit Filter L, ist; d ist der Faktor fiir die Schichttiefe 
(in diesem Falle = 1) und ¢ der Triibungswert des geeichten Glaskérpers 
(0.0073). Die Messungen wurden immer 10 Minuter nach der Herstellung 
der Triibungen und bei 20°C vorgenommen. 


Die Proportionalitat des beobachteten Triibungswertes und der 
zugesetzten Menge von Serum geht unmittelbar aus folgendem Beispiel 
hervor (Tabelle 1, Exp. 374). 
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Tabelle I. 





Nr Tropfen Tropfen Relative 

‘ Serum Ringerlisung Triibung 

1 1 5 210,5 

2 2 4 420),2 

3 3 3 636.9 

4 4 2 813.0 
Vergleichshelligkeit = 86°,. 0,lcem n/10 KH,PO, zu 10 cem destil- 


lierten Wassers. 
Tabelle Il. 





, Heparin- Relative Relative 
Nr konzentration Triibung I Triibung II 
1 - 381,7 400,0 

2 3.104 58.5 92.0 

3 15.10 182.8 297.6 

4 3.10° 263.2 344.8 

5 6. 10° 333,3 370.4 

6 15. 10° 378.8 359.7 

7 3. 10° 349.6 359,7 

8 45.10? 378.8 378.8 


Vergleichshelligkeit = 86°). 0,1 cem n/10 KH,PO, zu 10 ccm destil- 
ierten Wassers. 
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Die punktierte Kurve gibt den Peptisationsgrad an. 


Aus Tabelle II und Abb. 1 (Exp. 370) ergibt sich die Wirkung des 
Heparins auf die Globulinfailung als Funktion der Heparinkonzentration. 
In der Kolonne: rel. Triibungen I ist die Triibung der Lésungen, in 
welche das Heparin vor dem Serumzusatz zugegeben war, und in der 
Kolonne 2 rel. Triibungen sind die Triibungswerte von Lésungen an- 
gegeben, in welchen die Globulinfallung bereits stattgefunden hat und 
die verschiedenen Heparinmengen 15 Minuten spater zugefiigt wurden. 
Diese letzte Kolonne gibt mit anderen Worten die Peptisationsgrade an. 

Heparin ist also nicht allein imstande, durch seine Anwesenheit eine 
EiweiBfallung zu hemmen, sondern auch imstande, eine schon ausgefallte 
EiweiBlésung zu dissoziieren. Weiter geht aus diesen Versuchen hervor, 
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daB das Heparin auBerst wirksam ist in Verdiinnungen von 1: 1,5. 10°, 
was !/);, mg Heparin entspricht. Oft laBt sich auch ! 55 mg nachweisen, 
was die Empfindlichkeit der Methode der Bestimmung der Gerinnungs- 
hemmung weit iibertrifft. 

Aus Tabelle II] und Abb. 2 (Exp. 402) geht die Peptisation von 
ausgefalltem Serumglobulin durch Heparin als Funktion der Zeit hervor. 
Die Peptisation geht innerhalb der ersten 1 bis 2 Minuten sehr rasch 
vor sich und kommt allmahlich nach 10 bis 15 Minuten zum Stillstand. 


Tabelle IIT. 





Relative Triibung 











Nr Zeit 
a Romtrolle Heparin 1:3. 10 
Min ohne Heparin — 7 
1 1, 280,4 217.4 
2 1 182.8 
3 L*s 161,3 j 
4 25/4 156.3 
5 + 147,0 
6 7 140.8 
7 15 303.3 133.3 

Vergleichshelligkeit 54°,. 0.2 cem n/10 KH,PO, zu 10 cem destil- 

lierten Wassers. Peptisation als Funktion der Zeit. 
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Die Wirkung anderer gerinnungshemmender Kiérper auf die 
EiweiBausfillungen, 


Um «u sehen, in welchem Grade Stoffe mit hemmendem EinfluB 
auf die Blutgerinnung auch eine Hemmungswirkung auf Eiweib- 
fallungen ausiiben, wurden verschiedene solcher Stoffe untersucht. 
Da die chemische Konstitution mehrerer dieser Kérper unbekannt ist, 
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konnte auch nicht die Wirkung der Stoffe in bezug auf ihr Molekular- 
gewicht bestimmt werden. Wir sind von 1°,iger wasseriger Lésung der 
Stoffe ausgegangen und haben ihre Wirkung auf einfaches Gewicht 
bezogen und miteinander verglichen. 

Natriumcitrat, Natriumfluorid, Natriumoxalat haben nicht die 
geringste hemmende Wirkung auf die EiweiBfallungen (Exp. 385), 
was natiirlich auch zu erwarten war, da ihre gerinnungshemmende 
Wirkung auf Calciumbindung beruht. 

Gewisse Aminosauren und vor allem Peptone kénnen unter Um- 
standen die Gerinnung von Blut verzégern. Witte-Pepton, Leucin und 
#-Alanin wurden untersucht, und keine von diesen Substanzen iibte 
hemmende Wirkung auf die Globulinfallung aus. 

Einige Stoffe, deren gerinnungshemmende Wirkung schon langst 
bekannt ist, nimlich vor allem Hirudin! und Germanin (Bayer 205), 
wurden untersucht. Aus Tabelle 1V und Abb. 3 (Exp. 449) geht hervor, 
daB Hirudin eine deutliche Hemmung auf die Globulinflockung ausiibt. 


Tabelle IV. 





Nr Hirudin- Hirudin- 


i telative F lati ‘riib 
konzentration Relative Triibung konsentration Relative Triibung 


1 272,0 287,5 
2 3.104 446.4 3. 108 192.3 
3 15. 10+ 344.8 15. 108 257.7 
4 3.106 294,1 3.104 320.5 
5 15 . 10° 280,9 15. 104 318,5 
6 3.108 261,8 3.105 277,8 
Vergleichshelligkeit = 54°,. 0,2 cem n/10 KH,PO, zu 10 cem destil- 


lierten Wassers. Von einer 1°,igen Lésung von Hirudin ausgegangen. 
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Kurve 1 gibt den Versuch mit 10mal so viel Hirudinzusatz an wie in dem Versuch, der durch 
Kurve 2 angegeben ist 


1 Hirudin von Sachsse & Co. in Leipzig bezogen. 
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Hirudin ist aber lange nicht so wirksam wie Heparin. Wahrend das 
letzte noch in Verdiinnungen von | : 3 . 10° oder weniger eine Hemmung 
gibt, ist Hirudin kaum wirksam iiber eine Verdiinnung von 1:3. 10° 
hinaus. Es ist aus dem Diagramm zu ersehen, dab kleine Mengen von 
Hirudin nicht allein nicht die Globulinflockung hemmten, sondern es 
beférdert die Ausfillungen weit iiber die Fallung im Kontrollréhrchen 
obne Hirudin. Dies ist eine Beobachtung, die wir iiberall gemacht 
haben, namlich, daB geringe Konzentrationen der wirksamen Stoffe 
die Globulinfallung beférdern. Wir werden spiter auf diese Beob- 
achtung zuriickkommen. 


Germanin ( Bayer 205) hemmt die Globulinfallung ganz betrachtlich, 
und diese Wirkung laBt fast Verdiinnungen bis 1:3. 10° nachweisen. 
In Tabelle V (Abb. 4 und 5) sind die Wirkungen von Germanin und 
Heparin nebeneinander gestellt und kénnen unmittelbar untereinander 
verglichen werden, da beide Reihen mit demselben Serum ausgefiihrt 
sind. Auch hier bemerkt man, daB das Heparin in geringsten Kon- 
zentrationen die Ausfaillungen beférdert. Wahrend bei Heparin in der 
Verdiinnung 1:3. 10° die Triibung um die Hialfte herantergeht, bringt 
die gleiche Konzentration von Germanin die Triibung um das 18fache 
herunter. 

Tabelle V. 





Relative Triibung 


Nr. Konzentration 

Germanin Heparin 
1 . 666,0 666.7 
2 3.104 37,2 381,7 
3 15. 10* 217,4 757.6 
4 3.10 454.5 689.3 
5 15. 10° 625,0 724.6 
6 3. 10° 694.4 714,1 


Vergleichshelligkeit = 54°. 0,2cem n/10 KH,PO, zu 10 cem destil- 
lierten Wassers. Von 1°,iger Lésung von Germanin und Heparin aus- 
gegangen. 


Ein kurzes — etwa 1 Minute langes — Kochen einer Germanin- 
lésung wird gut vertragen. Die hemmende Wirkung auf Globulinaus- 
fallungen bleibt vor und nach dem Kochen dieselbe. Dagegen verliert 
eine Germaninlésung vollstandig diese Wirkung und damit auch ihre 
gerinnungshemmende Wirkung nach Autoklavisierung (Exp. 416). 


Nach den Angaben von Howell (2) ist Heparin ein Glucuronsaure- 
Komplex, der wahrscheinlich Calcium und Schwefelsdure enthalt. 
Einige Eigenschaften des Heparins deuten darauf hin, daB es sich um 
ein gepaartes Glucuronat oder um ein Kondensationsprodukt von 














370 A. Fischer: 


Glucuronsaure handelt. Germanin (Bayer 205) ist seiner chemischen 
Konstitution nach eine aromatische Sulfosiure von kompliziertem Bau. 

Die Wirkung von verschiedenen Uronséuren auf die Eiweib- 
fallungen wurde untersucht. 
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Kurve 1 ist ein Versuch mit Ger- zeigt den Peptisationsgrad von Ger- 
manin, Kurve 2 ist ein Versuch manin in Verdiinnungen, wie sie in 
mit Heparin. der Abszisse angegeben sind. 


Gepriift wurden d, «-Galakturonsiure, Tetrahydranaphthalin, 
f-sulphosaures Na, galakturonsaures Na, glucuronsaures Na, Glucuron- 
siurelakton’. 

Eine 1°,ige Lésung wurde von allen hergestellt. Nur d, «-Galak- 
turonsadure iibte eine hemmende Wirkung auf die Globulinfallung aus, 
Tabelle VI (Exp. 447). Alle anderen Koérper zeigten in den gewahlten 
Konzentrationen keine Wirkung.. AuBerdem wurde Sulfosalicylséure 
untersucht und gefunden, daB sie schon auBerst wirksam in einer Kon- 
zentration von 1:3. 10*ist. In diesen Konzentrationen wird die Triibung 
gegeniiber der der Kontrollen sechsfach verringert (Exp. 419). 

Alle die untersuchten Stoffe, deren Anwesenheit in sehr kleinen 
Konzentrationen eine deutliche Hemmung auf die Eiweibflockung 
ausubt, waren auch imstande, eine schon vorhandene Triibung wieder 
aufzuhellen (Peptisation). AuBerdem bewirkten alle Stoffe hier auch 
eine Verzégerung der Blutgerinnung. 


! Die verschiedenen Uronsauren und ihre Derivate wurden mir liebens- 
wiirdigerweise von Herrn C. Neuberg iiberlassen. 











Mechanismus der Hemmung der Blutgerinnung. 371 


Tabelle V1. 





Nr. Konzentration Relative Triibung Ni Konzentration Relative Triibung 
1 209 4 3.10° 204,1 
2 3.10* 51,5 5 15. 10° 210.5 
3 15.104 229.9 6 3.108 256.4 


Vergleichshelligkeit 54°,. 0,2cem n/l0 KH,PO, zu 10 cem destil- 
lierten Wassers. Von | °,iger Losung von d, «-Galakturonséure ausgegangen. 


Es besteht also ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Wirkung 
dieser Stoffe auf EiweiBfallung und Blutgerinnung. Es ist zwar nicht 
so, daB man aus dem Grade der Wirkung eines dieser Stoffe auf die 
EiweiBausfallungen zu der WirkungsgréBe auf die Blutgerinnung etwa 
schlieBen kann. Z. B. wurde gefunden, da Germanin auf Eiweil- 
fallungen starker wirkt als Heparin, daB aber Heparin auf die Blut- 
gerinnung etwa zehnmal starker wirkt als Germanin (Exp. 427). Diese 
Unterschiede im Wirkungsgrad brauchen jedoch nicht reell zu sein und 
hangen méglicherweise mit dem Milieu zusammen, das fiir die beiden 
Vorgange, Gerinnung und Ausfallung, ganz verschieden ist. 

Es fragt sich nun, wie diese eigentiimlichen Wirkungen der be- 
treffenden Stoffe auf die EiweiBfaillungen zustande kommen. Bewirkt 
das Heparin z. B. eine Umwandlung des elektronegativen Globulins in 
einem elektropositiven Heparin-Globulinkomplex ? Kataphorese-Ver- 
suche haben solches nicht feststellen kénnen. Dagegen hat eine Reihe 
Versuche uns in einer tiberzeugenden Weise gezeigt, dal die Stoffe 
eine betrdchtliche Verschiebung des isoelektrischen Punktes der respektiven 
Eiweipkérper hervorrufen. Tabelle VII reprasentiert einen solchen 


Versuch (Exp. 420). Acetatgemische wurden im Bereich von py 5,9 


Tabelle VII. 





Relative Triibung 


Nr PH ae = wee 
Kontrollreihe Germanin 0,15ceem | Heparin 0.15 cem 
1 5,9 11,2 13,3 - 
2 5,6 41,2 15,5 112.4 
3 5,3 335,3 15,0 126,6 
4 5,0 1428.0 21,5 364.9 
5 4,7 1087 63,5 1064 ? 
6 4,4 1250? 625.0 LO87 ? 
7 41 12507 1282,0 1064 ? 
8 3,8 666,7 1220,0 1087» 
9 3.5 51,0 1136.0 1282+ 
10 etwa 2,0 12,2 1163,9 531,9 
Vergleichshelligkeit = 54°,. Von einer 1°,igen Germanin- und 
Heparinlésung ausgegangen. 9ccm Pufferlésung + | cem einer 0,4 °, igen 


Caseinlésung. 








372 A. Fischer: 


bis 3,5 hergestellt!. Drei solcher Serien bestanden aus je zehn Réhrchen 
mit je 9 ccm der betreffenden Pufferlésung. Eine Reihe diente als Kon- 
trolle; bei der zweiten Zehnréhrchenreihe wurden jedem Réhrchen 
0,15 ccm einer 1°,igen Heparinlésung zugesetzt. Nun wurden zu allen 
{6hrchen (30 im ganzen) l ccm 0,4°,ige Caseinlésung zugefiigt. Die 
relative Triibung der Lésungen wurde bestimmt. Aus der Tabelle VII 
geht hervor, daB die maximalen Ausfaillungen in der Kontrollreihe 
um pu 5,1 bis 4,1 liegen. In der Reihe, zu welcher Germanin zugesetzt 
wurde, liegt die maximale Ausflockung um px 4,1 bis 3,8 herum. In 
der Heparinreihe liegt die maximale Ausflockung in noch saurerem 
Gebiet. Der isoelektrische Punkt der Caseinlésung ist zwar in unseren 
Versuchen nicht besonders scharf definiert, das kommt daher, dab 
die Ausfaillungen zu groB waren und zu stiirmisch verliefen, so dab 
eine genaue Messung der Triibung mit Schwierigkeiten verbunden war. 
Exaktere Resultate ergaben Ausflockungsversuche mit Serumglobulin 
und Fibrinogen. Aus Tabelle VIII, Abb. 6 (Exp. 421) ergibt sich, 
da®B der isoelektrische Punkt des Globulins normalerweise bei py 5 
liegt und daB er durch Germanin nach py 4,4 verschoben ist. Man be- 
merkt auch den Unterschied in der Amplitude der Ausfallungen der 
Globuline mit und ohne Germaninzusatz. Aus Tabelle [IX und Abb. 7 
(Exp. 423) ist die Wirkung von Germanin auf die Ausfallungen von 
Fibrinogen als Funktion der pu ersichtlich. Das Fibrinogen wurde 
ad mod. Mellanby von 10 ccm Hiihnerplasma hergestellt und in 5 ccm 
von einem 0,9°,igem NaCl aufgelést. Dieser Lésung wurden 3 Tropfen 
je 10ccm Pufferlésung zugesetzt und die relative Triibung bestimmt. 
Man sieht, daB der isoelektrische Punkt nicht ganz derselbe wie bei 


Tabelle VIII. 





Relative Triibung 


Nr. PH en ee eee 
Kontrolle 19/5 po moll 
1 5,9 196,1 7,2 
2 5,6 409.8 7,2 
3 5,3 471,7 9,8 
+ 5,0 505,1 12.8 
5 4,7 467,3 232.6 
6 4,4 381,7 757,6 
7 4,1 251,3 917,4 
8 3.8 79,0 7576 
9 3,5 20,3 476,2 
Vergleichshelligkeit = 54°,. 9%cem Pufferldsung + 0,1 cem Hiihner- 


serum. 


1 Michaelis u. Pechstein, diese Zeitschr. 47, 260, 1912. 
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Tabelle 1X. 





Relative Triibung 


Nr. Pu " — 
; aiiitinn 1 Tropfen 
Kontrollreihe 1°/, Germanin 
1 5,9 166,7 91,0 
2 5,6 169.5 144.9 
3 5,3 178,6 
4 5,0 123.5 270.3 
5 4,7 54,0 274,7 
6 4.4 13,0 227,2 
7 4,1 5,5 192,3 ) 
8 3,8 4,8 175.4 
9 3,5 4,8 166,7 | 
Vergleichshelligkeit 54%. 9cem Pufferlésung + 0,1 cem Fibrin- | 
ogenlésung. 
Globulin ist; auch hier hat eine deutliche Verschiebung des isoelektri- : 


schen Punktes des Fibrinogen durch Germaninzusatz stattgefunden. 
Ohne Kenntnis der wirklichen Verhiltnisse, wie sie oben be- 
schrieben worden sind, waren die Befunde schwer zu deuten. Wenn 
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Die ausgezogene Kurve gibt die Die ausgezogene Kurve gibt die 
Globulinfallung als Funktion Fibrinogenfallung als Funktion 
der Py an. Die punktierte der Py an und die punktierte 
Kurve gibt die Ausfallungen an Kurve gibt die Ausfaillungen von 
von Globulin mit Germanin- Fibrinogen mit Germanin als 


zusatz als Funktion der py. Funktion der Py an 
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wir uns ausschlieBlich der Lésungen, die KH, PO, enthalten, bedienten, 
kann man folgendes sehen: 1 Tropfen Fibrinogenlésung zu_ einer 
KH,PO,-Lésung zugesetzt, gibt eine relative Triibung von 95,0 und 
zu demselben System mit 1 Tropfen 1°,iges Germanin zugesetzt 114.9. 
In diesem Falle bewirkt also der Germaninzusatz eine noch gréBere 
Ausfillung als in der Kontrolle ohne Germanin. Wenn man genau 
denselben Versuch unternimmt und statt Fibrinogen einen Tropfen 
Serum zusetzt, ist der Wert der relativen Triibung der Lésung ohne 
Germanin 617,3 und mit Germanin 33,0. Mit anderen Worten, im 
Falle des Fibrinogen bewirkt Germanin eine Beférderung der Aus- 
fillung und im Falle Blutserum bewirkt Germanin eine Hemmung 
der Ausfallung. Nun wissen wir, daB die Lésung von KH, PO, einem pa 
von etwa 5,5 entspricht und bei Betrachtung der beiden Kurven in 
Abb. 6 und 7 geht es auch klar hervor, warum es nicht anders sein 
kann. Der Punkt, bei welchem die Kurve der Kontrollreihe mit der 
der Germaninreihe sich schneidet, gibt das px an, wo das Germanin 
ohne Wirkung ist. Die Wirkung des Heparin, Hirudin, Germanin 
und verschiedener anderer Substanzen auf die Ausflockung von Eiweib- 
kérpern besteht also darin, daB das Eiwei8 mehr elektronegativ auf- 
ladet und hierdurch eine Verschiebung seines isoelektrischen Punktes 
nach der sauren Seite hin bewirkt. Hierdurch erklaren sich auch die 
peptisierenden Eigenschaften der K6érper auf schon ausgeflocktes 
EiweiB. Wie schon erwahnt, wurde mehrmals die Beobachtung gemacht, 
daB kleinste Mengen der Stoffe eine Férderung der Ausflockung und 
gréBere Mengen eine Hemmung der Ausflockung bewirken. Es handelt 
sich hier offenbar um das bekannte Phainomen der unregelmapigen 
Rethe, indem sehr geringe Mengen entladend, gréBere Mengen aufladend. 
wirken. Die Substanzen, die diese Wirkung ausiiben, gehéren alle zu 
der: gleichen K6rperklasse. Sie sind Kérper, die an einem groben 
organischen Molekil stark lyophile Sauregruppen tragen und in die 
groBe Klasse der von Newberg (3) beschriebenen hydrotropen Kérper 
einzurechnen sind. 

Die Aufgabe ist jetzt zu entscheiden, ob die Hemmung der Blut- 
gerinnung durch diese Stoffe, deren Wirkung auf die Eiweibfallung 
wir soeben beschrieben haben, durch denselben Mechanismus erklart 
werden kann. Nach der soeben beschriebenen Tatsache, daB kleinste 
Mengen von den untersuchten Stoffen nicht allein nicht eine Hemmung 
der EiweiBfaillung bewirken, sondern die Fallung oft ganz betrachtlich 
steigern, miiBte man erwarten, — wenn die Identitat der beiden Vor- 
ginge, vollstandig sein sollte —, daB kleine Mengen derselben Sub- 
stanzen die Blutgerinnung beférdern. Dies kénnen wir tatsachlich 
auch demonstrieren. Eine gewisse Menge verdiinnten embryonalen 
Gewebesaftes (1 : 30) wurde auf mehrere Réhrchen verteilt. Zu diesen 
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wurde Heparin in fallenden Konzentrationen zugesetzt und die Ge- 
rinnungszeiten fiir Plasma mit Zusatz dieser Extrakte bestimmt. Aus 
Tabelle X und Abb. 8 (Exp. 336) geht hervor, daB das Plasma mit 
dem Kontrollextrakt (ohne Heparin) in 1 Minute 20 Sekunden gerinnt 
und da die Gerinnungszeit mit Abnahme der Heparinkonzentration 
bis 1: 100 auf den Wert des Kontrollextrakts heruntergeht. Weiteres 
Verdiinnen mit Heparin bewirkt nun eine weitere Abkiirzung der Ge- 
rinnungszeit des Plasmas, die bei einer Heparinkonzentration von 
1: 800 nunmehr um etwa 3), des Kontrollextrakts und schlieBlich bei 
einer Verdiinnung von 1: 1000 der Gerinnungszeit des Kontroll- 
extrakts ohne Heparin erreicht. 


Tabelle X. 





Nr Heparin- Heparin 














verdiinnung Gerinnungszeit Nr. verdiinnung| Gerinnungszeit 
1 1: 20 14’ 5 1: 200 l 
2 1:40 i 6 1: 400 50” 
} 1:80 1’ 50" 7 1: 800 45" 
4 1: 100 1’ 29” 5 1: 1000 1’ 20” 
Von 1 %iger Heparinlésung ausgegangen. 4 Tropfen Plasma + 1 Tropfen 
der respektiven Heparinlésung. 
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Abb. 8. Abb. 9. 
Die horizontale gerade Linie gibt Kurve 1 gibt die Gerinnungszeit des 
die Gerinnungszeit des heparinfreien Kontrollplasmas als Funktion der py 
Kontrollextraktes an, und die Kurve an, Kurve 2 die Gerinnungszeit des 
zeigt die Gerinnungszeit als Funktion Heparinplasmas als Funktion der py 
der Heparinverdiinnungen. und Kurve 3 die Gerinnungszeit des 


Germaninplasmas als Funktion der py. 
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Wenn die Gerinnungszeit von Plasma als Funktion der Wasserstoff- 
ionenkonzentration im Bereich von py 8,05 bis px 6,45 bestimmt wird, 
ergibt es sich, dafB die Gerinnungszeit ein Minimum aufweist um 
pu7,4. Wird Heparin oder Germanin zugesetzt, verschiebt sich das 
Minimum nach der sauren Seite, nimlich um py 6,8 bis 7,1. Ein solcher 
Versuch wird in Tabelle XI und Fig. 9 gezeigt. Die die Blutgerinnung 
hemmenden K6érper Heparin, Germanin und andere, zeigen also in 
ihrer Wirkung auf die Blutgerinnung und auf die Eiweiffallung eine 
weitgehende Ubereinstimmung ihres Wirkungsmodus. 


Tabelle XJ. 





Gerinnungszeit 


Nr Pu — —-____ —_— —- —- oe 
Kontrollplasma Germaninplasma Heparinplasma 

1 8,05 9’ 15’ 16’ 

2 7,85 6" — 11’ 30” 

3 7,65 4 30” 11’ - 

4 7,35 4’ 30" 8’ 8’ 

5 7,15 5’ 7' 30" 6' 

6 7,0 6' 30” 8’ 8’ 

7 6,8 ¥ 13’ 8’ 

8 6,45 13’ 15’ 14’ 


3 Tropfen Plasma und 4 Tropfen Pufferlésung. 


Es fragt sich nun, ob die gerinnungsférdernden Stoffe, Koagulin, 
Thrombokinase imstande sind, das Gerinnungsoptimum (bei etwa 
pu 7,4) in der umgekehrten Richtung zu verschieben. Mit anderen Worten 
liegt das Gerinnungsoptimum fest bei px7,4 und unabhangig von 
der Konzentration der gerinnungsférdernden Stoffe ? Es ware durchaus 
nicht auszuschlieBen, da& die gerinnungsbeschleunigenden Prinzipien 
in entgegengesetztere Richtung wie die gerinnungshemmenden Prin- 
zipien das Optimum der Gerinnung nach der alkalischen Seite hin 
verschieben. Dies scheint nach unseren Befunden jedoch nicht der 
Fall zu sein. Aus Tabelle XII und Abb. 10 (Exp. 433) sieht man, daB 
das Gerinnungsoptimum von Plasma mit steigender Konzentration 
von embryonalem Gewebesaft (Koagulin) ganz fest um px 7,35 liegt. 
Aus Tabelle XIII und Abb. 11 sieht man, daB das Gerinnungsoptimum 
mit konstanten Mengen Koagulin und steigender Konzentration von 
Heparin unzweideutig mehr und mehr nach der sauren Seite hin sich 
verschiebt. 


Es muB hier natiirlich betont werden, daB wir es bei diesen Ver- 
suchen nur mit dem einleitenden Vorgang der Gerinnung zu tun haben. 
Der sonstige Verlauf der Gerinnung interessiert uns momentan nicht. 
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Tabelle X11. 





Gerinnungszeit 





Me. Pu Embr.-Extr. Embr.-Extr. Embr.-Extr 
1 : 600 1: 1000 1: 2500 
1 7,85 8' 11’ 25’ 
2 7,35 5’ 6’ 9’ 45" 
§ 6.8 5' 45 i 11'30" 
3 Tropfen Pufferl6sung + 1 Tropfen Embryonenextrakt 4 Tropfen 
Plasma. 
Tabelle XIII. 
Gerinnungszeit 
Nr Pu Heparin Heparin Heparin Heparin 
1: 300 1 : 5000 1 : 5000 1: 300 
E. E. 1:5 E. E. 1 : 300 E. E. 1 ¢ 600 E. E. 1: 50 
1 7,85 1’ 45" 5’ 10’ 
2 7,35 1' 45" 8’ 5’ 30” _ 
3 6,8 1’ 3° 4°45” 15’ 


3 Tropfen 
Heparinplasma. 


Pufferlésung 


1 Tropfen 
Die Embryonalextraktkonzentration 


Embryonenextrakt 4 Tropfen 


richtet sich nach 


der Heparinkonzentration, um die Gerinnungszeit méglichst abzukiirzen. 


Die Resultate scheinen darauf hinzudeuten, dap es bei der Einleitung 
der Gerinnung sich um eine Keimbildung handelt, wie etwa bei der Kristalli- 
sation, und daB der Hemmungsmechanismus bei der Blutgerinnung 
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gibt die Gerinnungszeit des Plasmas mit 
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Diskussion. 


Die vollkommene Ubereinstimmung, mit welcher Stoffe auf die 
Gerinnung des Blutes und auf die Fallung von Eiweif8 einwirken, be- 
rechtigt uns daraus zu schlieBen, daB die beiden Prozesse in sehr naher 
Beziehung zueinander stehen. Gemeinsam fiir alle diese wirksamen 
Substanzen ist, daB sie in ihrem Molekiil eine starke eiweiBaffine Gruppe 
und eine stark elektronegativ geladene Ion-(Sulfosiuregruppe) be- 
sitzen. Die Wirkungen solcher Stoffe bestehen vermutlich darin, daB 
sie sich mit dem groBen organischen Komplex dem Eiweif8 anlagern 
und durch die lyophile Wirkung der im Wasser ragenden Sauregruppe die 
Léslichkeit des EiweiBes erhéhen [Freundlich (4)]. 


Es ist naheliegend hier zu fragen, ob nicht diese Stoffe auch im- 
stande sind, gewisse Immunitatsvorginge zu beeinflussen. Wir haben 
einige wenige Orientierungsversuche hieriiber mit Heparin angestellt 
ohne sicheren Erfolg (Anaphylaxie, Agglutinin- und Prazipitin-Reak- 
tionen). Auf dem Gebiete liegen schon von anderen Forschern nun- 
mehr Beobachtungen vor iiber die Wirkung von Germanin auf 
Immunitatsvorgange, dessen gerinnungshemmende Wirkung schon 
lingst bekannt ist. Aus Arbeiten von Steppuhn, Zeiss und Brychonenko (5) 
ist der Nachweis erbracht, daB die Hitzekoagulation von Eiweib- 
lésungen mit Germanin ausbleibt. Gleichfalls wurde von Makarowa 
und Zeiss (6) gezeigt, daB Germanin zu Cholera- und Diphtherie- 
antitoxin zugesetzt, teilweise seine bakterizide Wirkung aufhebt. 
Weiter wurde gefunden, da das anaphylaktische Schock ausbleibt, 
wenn 2° iges Germanin zu der anaphylaktoxischen Dosis zugesetzt 
werden. Wassili A. Nowosselsky (7) hat gefunden, daB Germanin 
bei der Himolyse nicht allen EiweiBstoff in derselben Weise beeinfluBt. 
Die roten Blutkérperchen verhalten sich stabil; das hamolytische 
Serum behalt seine immunen Eigenschaften nach Behandlung mit 
Germanin. Germanin unterdriickt die Wirkung eines labilen Kom- 
plements und hemmt die Hamolyse, indem es in den physikalisch- 
chemischen ProzeB eingreift, bei welchem das Komplement von den 
sensibilisierten roten Blutkérperchen absorbiert wird. 


Unsere Arbeiten mit allgemeinen Wachstumsproblemen, Re- 
generation, Differenzierung an den Gewebezellen in vitro haben uns auf 
das Studium des Gerinnungsmechanismus gefiihrt (8). Wir haben 
durch diese Untersuchungen in iiberzeugender Weise den Eindruck 
gewonnen, daB das Prinzip der Blutgerinnung ein physiologischer Vor- 
gang von weitreichender Bedeutung ist fiir die EiweiBernihrung der 
Zellen, fiir den Aufbau ihrer Differenzierungsprodukte und andere Vor- 
ginge von fundamentaler Bedeutung. Diese Annahme findet in der 
neuesten Zeit eine wertvolle Stiitze durch die wichtigen Befunde von 
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Jancsé (9). Dieser Verfasser bringt die Speicherung in Beziehung zur 
Blutgerinnung. Kolloidales Gold zum Blutplasma gesetzt, fiihrt zu 
einer Ausfaillung des Kolloids. Das Prazipitat ist ein Komplex von 
Gold und Fibrin. Der Verfasser vergleicht diese Wirkung mit einem 
,,Gerinnungsferment™, was natiirlich ebensowenig mit einem fermen- 
tativen ProzeB zu tun hat, wie die Gerinnung durch unseren gekochten 
und ausgeflockten Gewebesaft (1). Die Bildung eines Komplexes von 
Fibrin und Kolloidpartikelchen ist eine Vorbedingung dafiir, daB die 
Partikelchen gespeichert werden kénnen. Wenn gleichzeitig mit der 
Injektion von Tusche oder kolloidalem Gold Heparin oder Germanin 
eingespritzt wird, bleibt die Speicherung vdéllig aus. ,,Die Gerinnungs- 
hemmung der Stoffe, die die Ausflockung des Fibrins aufheben, er- 
streckt sich auch auf die Speicherung*’. Es ist dem Verfasser ebenso 
gelungen zu zeigen, daB massive Speicherung von Tusche zum rest- 
losen Verschwinden von Fibrinogen im Blute fiihrt. 


Zusammenfassung. 


1. Blutgerinnungshemmende Substanzen, wie Heparin (Anti- 
prothrombin oder Antithrombokinase), Hirudin, Germanin und eine 
groBe Reihe hiermit verwandter Kérper hemmen die Eiweibfallung. 

2. Eine Methode zur Messung der Hemmungswirkungen der Sub- 
stanzen auf die Globulinfaillung ist beschrieben. Die Wirkung von 
Heparin z. B. laBt sich in Konzentrationen von 1:3. 10° oder noch 
weniger nachweisen. 

3. Die betreffenden gerinnungshemmenden Substanzen sind nicht 
allein imstande, eine Ausfallung zu verhindern, sondern auch imstande, 
schon ausgefallte Globuline zu dissoziieren (Peptisation). 


4. Gemeinsam fiir die gerinnungshemmenden Substanzen ist, 
daB sie in ihrem Molekiilaufbau einen voluminésen organischen Komplex 
in Verbindung mit stark elektronegativen Gruppen, etwa SO, H-Gruppen, 
enthalten. 

5. Alle die untersuchten Stoffe bewirken eine Verschiebung des 
isoelektrischen Punktes der betreffenden EiweiBstoffe nach der sauren 
Seite hin. 

6. Dieselben Stoffe, dem Blutplasma zugesetzt, bewirken eine 
Verschiebung des Gerinnungsoptimums nach der sauren Seite zu. 

7. Es ist weiter gefunden, daB kleinste Mengen der gerinnungs- 
hemmenden Stoffe nicht allein die Ausfaillungen von Ejiweif nicht 
hemmen, sondern sie beférdern. Uhbereinstimmend hiermit beférdern 
kleinste Mengen dieser Stoffe auch die Blutgerinnung, waihrend gréBere 
Mengen sie hemmen. 
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8. Die Wirkung dieser Stoffe auf die KiweiSfaillung und auf die 
Blutgerinnung je nach ihrer Konzentration, hemmend oder beférdernd, 
beruht darauf, daB sie das EiweiB negativieren (Verschiebung des 
isoelektrischen Punktes nach der sauren Seite). 

9. Die Untersuchungen berechtigen uns, zu schlieBen, daB der 
Wirkungsmodus dieser Stoffe auf die Blutgerinnung und auf die Eiweib- 
fallung der gleiche ist. 

10. Das Gerinnungsoptimum liegt bei px 7,35 fest und ist un- 
abhangig von der Konzentration von Koagulin oder Thrombokinase. 

11. Es wird auf die Méglichkeit eines Zusammenhanges zwischen 
dem Prinzip der Blutgerinnung und den Vorgingen beim Ab- und 
Aufbau des EiweiBes durch die Zellen aufmerksam gemacht. 
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Glykolysehemmung und Methylglyoxalsehwund. 


Von 
ii. K. Barrenscheen, Karl Braun und Miklés Dreguss. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung aus der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien. 


(Eingegangen am 29. Juli 1931.) 


Die grundlegende Bedeutung des von Neuberg, Kobel und Mit- 
arbeitern! erhobenen Befundes iiber die Anhdufung des Methylglyoxals 
liegt nicht allein in der Festlegung dieses Ketonaldehyds als Inter- 
mediarprodukt des Kohlenhydratstoffwechsels simtlicher daraufhin 
untersuchten Zellen und Gewebe. Ein weiterer Fortschritt ist unseres 
Erachtens darin zu erblicken, da durch diese Untersuchungen der 
Mechanismus des Kohlenhydratabbaues und die Rolle der einzelnen 
Teilkomponenten des abbauenden Fermentkomplexes wesentlich klarer 
zutage liegen, so daB eine Abgrenzung der einzelnen Phasen des Zucker- 
abbaues eher méglich ist. Das gilt in erster Linie fiir die Auffassung 
von der Rolle des Cofermentes. In Auswertung der Newbergschen Befunde 
konnte in einer Reihe eigener Untersuchungen? die Frage der Glykolyse- 
hemmung einer, wie wir glauben, einheitlichen Erklarung zugefiihrt 
werden, dahin gehend, daB jeder die Glykolyse hemmende Eingriff 
durch eine Schadigung bzw. Zerstérung des Coferments zu erklaren ist. 
Auf Grund unserer Befunde sind wir fiir die Hemmung der einzelnen 
Fermente zu folgendem Schema gelangt, wobei die Nebenwege durch 
gestrichelte Pfeile gekennzeichnet sind. 

Nach folgendem Schema lassen sich die Teilfermente des Kohlen- 
hydratabbaues durch ihre Beeinflussung durch Fluorid und die anderen, 
die Glykolyse hemmenden Zusitze abgrenzen. Das diastatische Ferment 
wird durch keinen dieser Eingriffe tangiert. Fiir das Fluoridion haben 
dies die Untersuchungen Embdens am MuskelpreBsaft, sowie eigene 


1 Diese Zeitschr. 208, 463, 1928 u. ff. 
2 Ebendaselbst 231, 144, 1931; 282, 165, 1931. 
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Untersuchungen mit Pany und Berger! bei der Glykogenolyse der Leber 
gezeigt. Das Gleiche gilt nach unveréffentlichten Untersuchungen 
unseres Laboratoriums fiir die Monojod- und Monobromessigsaure. 
Der erste Angriff der Glykolysehemmung erfolgt am Cofermentkomplez, 
und zwar scheint hier in erster Linie die Bildung des physiologischen 
Monophosphorsaureesters betroffen zu sein. Inwieweit dieser physio- 
logische Ester zu seiner Entstehung neben der Phosphatese noch der 
Wirkung einer Mutase im Sinne Eulers bedarf, dariiber lassen Hem- 
mungsversuche keine Entscheidung zu. Doch scheint es vom theoreti- 
schen Standpunkt aus durchaus nicht unwahrscheinlich, daB der 
Phosphorylierung eine sterische Umlagerung des Hexosemolekiils 
vorangeht bzw. mit ihr koordiniert ist. Ist doch ganz allgemein die 
Phosphorylierung der Weg, auf dem der Organismus die einzelnen 
Zuckerarten ineinander iiberzufiihren vermag?. Fiir die Notwendigkeit 
einer Mutase spricht vielleicht die Anhaufung der stabilen Ester und 
des Hexosediphosphats, wie sie unter der Hemmung der Glykolyse 
fiir das Fluoridion am MuskelpreBsaft von Embden und Mitarbeitern 
festgestellt wurde und wie sie Lundsgaard fir die Jodessigsiurevergiftung 
des Muskels nachweisen konnte. Unsere eigenen Untersuchungen 
iiber die Glykolysehemmung des Blutes ergaben eine analoge Anhaufung 
von Hexosediphosphat auch fiir die Erythrocyten. Wie sich allerdings 
diese Anhaufung der Stabilisierungsprodukte in die Vorstellung vom 
Kohlenhydratabbau einordnen laBt, dariiber vermégen unsere Versuche 
nichts auszusagen. Eine teleologische Erklirung etwa in dem Sinne, 
daB bei Stérung des normalen Mechanismus nur jene Form des Esters 
gebildet wird, welche zu weiterem Zerfall noch befahigt ist, vermag 
nicht zu befriedigen, und wir miissen uns vorlaiufig mit der Tatsache 
allein begniigen. Nicht betroffen durch die Glykolysehemmung erscheint 
jenes Teilstiick des zuckerabbauenden Fermentkomplexes zu _ sein, 
welches unter Abspaltung des Phosphorsdurerestes vom Hexosedi phosphat 
zum Methylglyoxal fiihrt, die Apozymase oder Glykolase. Vom ganzen 
Kohlenhydratabbau scheint uns dieser TeilprozeB, welcher zu einer 
Sprengung des 6-Kohlenstoffskeletts in zwei 3-Kohlenstoffketten 
fiihrt, noch am meisten der Aufklirung bediirftig. Der Schliissel zum 
restlosen Verstiindnis des Kohlenhydratabbaues scheint uns in der 
Aufklirung dieser Phase zu liegen, fiir die keine der bisherigen Theorien 
eine experimentelle Begriindung beibringen konnte. Die Neubergsche 
Auffassung von der primaren Bildung eines Methylglyoxalaldols hat 
wohl theoretisch am meisten fiir sich, es muB aber betont werden, 
daB manches auch fiir die urspriinglich von Embden vertretene An- 


' Diese Zeitschr. 229, 196, 1930. 
2 Vgl. dazu Irene Stefanie Neuberg u. Clara Ostendor/, diese Zeitschr. 
221, 154, 1930. 
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schauung einer primaren Entstehung von Glycerinaldehyd spricht. 
Wesentlich klarer liegen scheinbar die Verhaltnisse beim weiteren 
Abbau, der vom Methylglyoxal iiber Brenztraubensdure — als dem phylo- 
genetisch vielleicht alteren Weg — zu Acetaldehyd und Kohlensdure 
oder zur Milchsdure fiihrt. Auch hier zeigt sich, daB Glykolysehemmung- 
Cofermentausschaltung zu einer St6rung des normalen Ablaufs fiihrt, 
sei es, daB das gebildete Methylglyoxal nicht weiter angegriffen wird 
oder nur unvollkommen bis zur Brenztraubenséure weiter oxydiert 
wird. Gerade dieser Teil der Abbauhemmung bietet theoretisch weit- 
gehendes Interesse. Ist doch je nach dem Grade der Coferment- 
zerstorung die Méglichkeit gegeben, die einzelnen Phasen des Abbaues 
willkiirlich zu erhalten, wie Neubergs elegante Untersuchungsanordnung 
zum Nachweis der Brenztraubenséureanhaufung durch Hefe ergeben 
hat. In unseren eigenen Versuchen mit tierischen Organen konnten 
wir freilich die Technik nicht so weit meistern, daB wir zu regelmabig 
reproduzierbaren Resultaten beziiglich der Brenztraubenséureanhaufung 
gelangten. Dagegen ergab sich dabei eine Reihe von Fragestellungen 
beziiglich des Schicksals des Methylglyoxals. Wie in friiheren Arbeiten 
gezeigt werden konnte, ergibt eine bilanzmaBige Aufstellung, daB 

unter der Voraussetzung, da Monophosphat nicht nennenswert 
angehauft wird — mehr Hexosediphosphorsiure umgesetzt wird als 
der Menge des gefundenen Methylglyoxals entspricht, ohne daB fir 
das Defizit eine aquivalente Zunahme der Milchsdiure nachweisbar ist}. 

Diese Feststellungen waren zunachst Veranlassung, zu priifen, wie 
sich lebendfrisches Gewebe (Blut, Muskulatur, Leber, Niere und Hefe), 
dessen Glykolyse durch Zusatz von Fluorid bzw. Jodessigsdéure gehemmt 
war, gegeniiber zugesetztem Methylglyoxal verhalt. 

Zunaichst wurde in einer Reihe von Versuchen rein qualitativ 
das Verhalten von zugesetztem Methylglyoxal zu verschiedenen Geweben 
unter Zusatz von Jod- und Bromessigsiure gepriift. Das Methyl- 
glyoxal war wie in den friiheren Versuchen nach Fischer und Taube* 
dargestellt. Der Gehalt der Methylglyoxallésungen wurde jeweils 
nach Kuhn und Heckscher*® kontrolliert ¢. 


Als Beispiel derartiger Versuche diene nachstehendes Protokoll. 


1 Vgl. dagegen die Versuche von Sym (diese Zeitschr. 233, 251, 1931), 
der bei Verwendung von Trockenpraparaten. aus Kaltbliitermuskulatur eine 
glatt aufgehende Bilanz mit reichlicher Milchséiureanhiufung nachweisen 
konnte. 

2 Ber. 57, 1502; 59, 857. 

3 Zeitschr. f. phys. Chem. 160, 116, 1926. 

* Wir méchten nicht verséumen, auch an dieser Stelle der I. G. Farben- 
industrie A.-G. fiir die Uberlassung einer gréBeren Menge Oxantin unseren 
verbindlichsten Dank auszusprechen. 
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Versuch 10. April 1930.  Kaninchen, 1700 g, + durch Entbluten. 

A. Blut: 10 cem defibriniertes Blut, 50 cem 0,9°,ig. Kochsalz mit 
einem Gehalt von 50 mg Methylglyoxal, 5cem m/10 Jodessigséure. 

B. Muskulatur: 5g Muskelbrei, 35 ccm 0,9°,ig. Kochsalz mit einem 
Gehalt von 25mg Methylglyoxal, 5ccm m/10 Jodessigséure. 

C. Leber: 5g Leberbrei, 35ccem 0,9°,ig. Natriumchlorid mit einem 
Gehalt von 50 mg Methylglyoxal, 5 cem m/10 Bromessigséure. 

D. Niere: 3g Organbrei, 35 ccm 0,9°,ig. Kochsalz mit einem Gehalt 
von 50 mg Methylglyoxal, 5cem m/10 Bromessigséure. 

Nach 4 Stunden Brutschrank wurden saémtliche Proben mit Trichlor- 


essigséiure enteiweiBt und mit einer heiBen 2°,igen Lésung von 2, 4-Dinitro- 


phenylhydrazin in 2n HCl versetzt. Samtliche Proben blieben klar, auch 
nach vierstiindigem Stehen kein Niederschlag. 

Wie aus dem vorhergehenden Versuch hervorgeht, verschwindet 
zugesetztes Methylglyoxal trotz Hemmung der Glykolyse vollkommen. 
Wir haben die Versuche weiter derart variiert, daB wir neben Jodessig- 
siure auch Pankreasextrakt, dessen Gehalt an Antiglyoxalase die 
Wirkung des Hemmungsstoffes unterstiitzen sollte, zugesetzt haben. 
Auch hier war das Ergebnis das gleiche. Trotz' der Kombination 
Jodessigsiure-Pankreasextrakt war das zugesetzte Methylglyoxal 
binnen wenigen Stunden restlos verschwunden. 

Wir sind dann dazu iibergegangen, diesen Schwund des Methyl- 
glyoxals mit der von uns ausgearbeiteten kolorimetrischen Methode 
quantitativ zu verfolgen. Im nachstehenden bringen wir die Protokolle 
einer Reihe von Versuchen, die mit Hefe bzw. Blut, Muskel, Niere 
und Leber durchgefiihrt wurden. 

Versuch 16. April 1930. Saémtliche Ans&étze enthielten 2 g frische, unter- 
garige Hefe (Nussdorf), 28,2 mg Methylglyoxal, ferner 

A. Kontrolle: 1 cem m/3 Phosphat px 6,47 und 17 ccm Wasser. 

B. Versuch: 1ecm m/3 Phosphat py 6,47, 15cem Wasser, 2 ccm 
m/10 Jodessigsaure. 

C. Versuch: 1 cem m/3 Phosphat pq 8,04, 15 com Wasser, 2 com m/10 
Jodessigséure. 

Die Ergebnisse gehen aus der Tabelle I hervor. 


Tabelle I. Methylglyoxal in saémtlichen Ansétzen 28,2 mg. 





Kontrolle A, pq 6,47 Versuch B, py 6,47 Versuch C, Dy 8,04 
Zeit gefundenes" ver- gefundenes ver- gefundenes ver- 

Methyl- schwundenes Methyl- schwundenes Methy!l- schwundenes 

giyoxal Methylgiyoxal glyoxal Methylglyoxal glyoxal Methylglyoxal 

Min. mg ® 9d. Zusatzes mg °\,d. Zusatzes mg 0/9 d. Zusatzes 
0 6,00 78,74 6,32 77,61 6,12 78,29 
60 2,38 91,56 4,18 85,19 3,46 87,74 
120 2,12 92,49 3,30 87,10 2,74 90,28 
180 1,56 94.50 2,62 90,72 2,06 92,70 


Spur 190,00 2,06 92,70 2,06 92,70 
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Versuch 23. Juni 1930. Samtliche Ansétze enthielten 15 cem durch 
Venenpunktion gewonnenes Vollblut, 21,6 mg Methylglyoxal, ferner 


A. Kontrolle: 15ecem 0,9°,ig. Kochsalz 
B. Versuch: 10 cem 0,9°, ig. Kochsalz, 5eem m/10 Jodessigsaure. 
C. Versuch: 15 ccm mit Ather gesattigtes Wasser (Hamolyse). 


Die Ergebnisse gehen aus der Tabelle Il hervor. 


Tabelle II. 





Kontrolle A Versuch B Versuch C 
Zeit gefundenes _ver- “gefundenes ——s'ver-—=~—~—~—sgefundenes.———sver-— 
Methyl- schwundenes Methyl- schwundenes Methyl- schwundenes 
giyoxal Methylglyoxal glyoxal Methylglyoxal glyoxal Methylglyoxal 
Min. mg ® > d. Zusatzes mg ® ,d. Zusatzes mg ©), d. Zusatzes 
0 1,794 92,15 0,453 97,88 1,011 95,32 
60 Spur 0,045 0.018 
120 0 0,036 0) 
180 0,090 0,057 0 
240 0,135 99,36 0,105 99,51 0,015 99,91 


Wie aus den Versuchen hervorgeht, findet der Schwund des Methyl- 
glyoxals bei den mit Jodessigsiure versetzten Proben annahernd in 
gleichem Ausma statt wie bei den Kontrollen. Bemerkenswert er- 
scheint uns die enorme Raschheit, mit der das Methylglyoxal verschwindet. 
Wir sehen in unseren Anfangswerten, da8 zur Zeit der ersten Entnahme, 
die etwa 5 Minuten nach Zusatz des Methylglyoxals erfolgte, in den 
Versuchen mit Hefe durchschnittlich 78°,, in den Versuchen mit 
Blut iiber 90°, des zugesetzten Methylglyoxals mit der so empfindlichen 
Fillung mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin nicht mehr nachweisbar sind. 
Aus den Versuchen mit Hefe scheint ferner hervorzugehen, daB eine 
Verschiebung des pu nach der alkalischen Seite den Abfall des Methyl- 
glyoxals beschleunigt. 


0° 


Man kénnte nun daran denken, daB der rapide Schwund durch 
eine Adsorption an die Zelloberfliche vorgetiuscht wird. Darauf 
gerichtete spezielle Untersuchungen, welche das eventuell adsorbierte 
Methylglyoxal durch Wasserdampfdestillation aus dem Niederschlag 
nachweisen sollten, ergaben simtlich ein negatives Resultat. Gegen 
die Annahme einer Adsorption sprechen auch die Ergebnisse des 
Versuchs € in Tabelle II, nach denen auch im hamolysierten Blut der 
Schwund des Methylglyoxals gleich ist mit der Abnahme in der Probe, 
in welcher die Zellen intakt sind. Da8 die Zerstérung des Methyl- 
glyoxals mit der Zellstruktur nichts zu tun hat, geht weiter aus fol- 
gendem Versuch hervor, in welechem der Schwund des Methylglyoxals 
durch Kérperchen und Plasma getrennt untersucht wurde. 
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Versuch 7. Juli 1930. Frisches, durch Venenpunktion gewonnenes 
und defibriniertes Blut wurde zentrifugiert und Kérperchen und Plasma 
getrennt wie folgt verarbeitet. 

A. Kérperchen: Die 20cem Vollblut entsprechenden Korperchen 
wurden mit 6ccm isosmotischer m/10 Jodessigsiure versetzt und mit 
physiologischer Kochsalzlésung von 0,1°, Glucosegehalt auf 30 cem auf- 
gefiillt. Zusatz 28,0 mg Methvlglyoxal. 

B. Plasma: Das 40 cem Vollblut entsprechende Plasma wurde mit 
8 ccm isosmotischer m/10 Jodessigséure versetzt und mit physiologischer 
Kochsalzlésung von 0,1°, Glucosegehalt auf 40 cem aufgefiillt. Zusatz 
28,0 mg Methylglyoxal. 

Die Ergebnisse des Versuchs gehen aus den Zahlen der Tabelle III 
hervor. 

Tabelle II. 





Zeit (Min.) 0 3 ) 60 120 240 
Korperchenversuch (mg Methylglyexal) 19.8 ~ 0 0 0 0 
Plasmaversuch (mg Methylglyoxal) . . 27,92 26,16 25,12 10,92 884 3,84 


Es zeigt sich also, daB auch im zellfreien Plasma ein Schwund von 
Methylglyoxal stattfindet, der jedoch wesentlich langsamer verlauft 
als beim Vollblut. 

Sehr eigenartig ist nun ein Verhalten, wie es der Versuch vom 
23. Juni 1930 (Tabelle 11) zeigt, daB namlich das anfanglich verschwundene 
Methylglyoxal nach einiger Zeit wieder nachweisbar wird, ja sogar an- 
steigen kann, ein Verhalten, das wir mehrfach beobachten konnten 
und das méglicherweise Anhaltspunkte fiir das Schicksal des ver- 
schwundenen Methylglyoxals zu geben imstande ist. 

Dieses rasche Verschwinden des Methylglyoxals auch bei Jodessig- 
siurezusatz kénnte méglicherweise seine Erklarung darin finden, 
daB8 wir unmittelbar nach Zusatz der Jodessigsiure auch das Methyl- 
glyoxal zugefiigt haben, daB also die Zerstérung des Ferments noch 
unvollstindig war und so eine weitere fermentative Umwandlung 
des Methylglyoxals vor sich gehen konnte. Wir haben daher in einer 
Xeihe von Versuchen das Methylglyoxal erst zugesetzt, nachdem die 
betreffenden Gewebe !/, Stunde lang der Einwirkung der Jodessigséure 
ausgesetzt waren. 

Um einen Anhaltspunkt zu gewinnen, welche Mengen von Methyl- 
glyoxal zum Verschwinden gebracht werden kénnen, wurde gleichzeitig 
in diesen Versuchen in Abstanden von je '/, Stunde neuerlich Methyl- 
glvoxal zugesetzt. Als Beispiel bringen wir nachstehende Versuche. 


Versuch 9. Juli 1930. 50cem Vollblut, 12 cem m/10 Jodessigséure, 
nach einer halben Stunde Zusatz von 44,6 mg Methylglvoxal, weitere Zusiitze 


von Methylglyoxal nach 1, 2, 3 und 4 Stunden, jeweils 22,3 mg. 
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Die Entnahmen zur Methylglyoxalbestimmung erfolgten jeweils vor 
dem weiteren Zusatz von Methylglyoxal. Wir erhielten folgendes Resultat. 





Zeit (Min.): 0 60 120 180 240 270 
Methylglyoxal (mg) ...... . 40,42, 588 9,92 12,77 1543 12,8 


Von den im ganzen zugesetzten 133,8 mg Methylglyoxal sind innerhalb 
von 4Stunden 121mg, das sind 90,73°, der zugesetzten Menge, ver- 
schwunden. 

Versuch 14. Juli 1930. Kaninchen, co, getétet durch Entbluten, Blut 
defibriniert, Muskel, Leber und Niere im Hofmeisterschen Apparat zu 
einem feinen Brei vermahlen. 

A. Blut: 47 cem Blut, 12 cem m/10 Jodessigsaure. 

B. Muskel: 10cem Muskelbrei, 32 ccm  physiologische Kochsalze 
lésung mit 0,1°, Glucose, 8ecem m/10 Jodessigséure. 

C. Leber: 10 cem Leberbrei, 32 cem physiologische Kochsalzlésung mit 
0,1°, Glucose, 8 cem m/10 Jodessigséure. 

D. Niere: 10cem Organbrei, 32 ccm physiologische Kochsalzlésung 
mit 0,1 °, Glucose, 8 cem m/10 Jodessigséure. 

Nach 30 Minuten zu jedem Ansatz Ilcem Methylglyoxallésung 
= 44.6 mg Methylglyoxal zugegeben. 

Den Ansaétzen mit Blut und Niere wurden jeweils nach 1, 2, 3 und 
4 Stunden weitere 22,3 mg Methylglyoxal zugesetzt. Zum Ansatz mit 
Muskelbrei wurde nach der zweiten, dritten und vierten Stunde gleichfalls 
22,3 mg Methylglyoxal zugesetzt. Die Ergebnisse des Versuchs sind aus der 
Tabelle IV ersichtlich. 

Tabelle IV. 





Zeit Zugefiigtes Gefundenes Verschwundenes V5 
Organe F Methylglyoxal Methylglyoxal Methylglyoxal des zugesetzten 
Min. mg mg mg Methylglyoxals 
Blut 0 44.6 32,8 11,8 26,5 
300 133,8 27,7 106,1 79,3 
Muskel 0 44.6 12,0 37,6 84.3 
300 111,5 41,3 70,2 63,0 
Leber 0 44.6 38,3 6,3 14,1 
300 oo 3,9 40,7 91,3 
Niere 0 44.6 36,8 7.8 17,5 
300 133,8 54,1 79,7 59,6 


Wie aus obenstehenden Versuchen hervorgeht, ist die Vorbehandlung 
der Gewebe mit Jodessigsdure vollkommen ohne EinfluB auf den Schwund 
des Methylglyoxals. Die Versuche zeigen weiter, daB bei dem von uns 
gewahlten fraktionierten Zusatz sehr erhebliche Mengen Methylglyoxal 
zum Verschwinden gebracht werden kénnen. 


Was ist nun das Schicksal dieses zugesetzten Methylglyoxals? Am 
nichstliegenden ist die Annahme, daf das zugesetzte Methylglyoxal 
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in Milchsdure iibergefiihrt wird. Zwar haben unsere seinerzeitigen 
Versuche iiber die Anhiufung von Methylglyoxal aus Hexosediphosphat 
ergeben, daB eine Milchséurebildung nicht Platz greift, immerhin aber 
war die Méglichkeit gegeben, daB sich das zugesetzte Methylglyoxal 
anders verhalt als das intermediir entstehende. Wir haben aus diesem 
Grunde eine Reihe von Bilanzversuchen angestellt, welche zu dem 
auffallenden Ergebnis fiihrten, daB nur ein Bruchteil des verschwundenen 
Methylglyoxals als Milchsdure wiedergefunden wird. 

Die Milchsiurebestimmung erfolgte in diesen Versuchen nach 
Fiirth-Charnas-Clausen, nachdem das Methylglyoxal vor der Kupfer- 
kalkfaillung im Wasserdampf abdestilliert war. In gleicher Weise 
wurde jeweils der Milchséuregehalt der Methylglyoxallésung bestimmt 
und dieser Wert von den Versuchswerten abgezogen. 

Versuch 3. Juli 1930. Die 10 ccm Blut entsprechenden K6érperchen 
wurden mit 0,9°%,ig. Kochsalzlésung auf ihr urspriingliches Volumen auf- 


gefiillt und 2cem Methylglyoxallésung (1 ecm 1 mg) dazugegeben. 
Methylglyoxal. unmittelbar nach Zusatz . .. . . 0,16mg 
Milchséure, unmittelbar nach Zusatz .... . . 2,6 
Methylglyoxal, nach 4Stunden .........0 ie 
Milchséure, nach 4Stunden.......... . 3,02,, 


Milchséure neu gebildet 0,42 mg, entsprechend 0,336 mg Methyl- 
glyoxal, das sind 16,8°, des verschwundenen Methylglyoxals. 

Versuch 28. Oktober 1930. 20 cem Vollblut, 8 cem isosmotische m/10 
Jodessigséure, 12¢ccm physiologische Kochsalzlésung, 26,06 mg Methy!l- 
glyoxal. Nach 90 Minuten weiterer Zusatz von 26,06 mg Methylglyoxal. 


Methylglyoxal, unmittelbar nach Zusatz . .. . . 0,03 mg 
Methylglyoxal, nach 2Stumden ........ . 19,6 


Methylglyoxal verschwunden 32,5 mg = 62,4°, der zugesetzten Menge. 

Milchséure, Anfangswert ......... +. + 134mg 

Milchséure, nach 2Stunden.......... . 32,6 

Milchséure neugebildet 19,2 mg, entsprechend 15,56 mg Methylglyoxal 
= 47,9°., des umgesetzten Methylglyoxals. 


Um den EinfluB aerober bzw. anaerober Bedingungen auf den 
Umsatz des Methylglyoxals festzustellen, wurde eine Reihe von Ver- 
suchen in Sauerstoff- bzw. Stickstoffatmosphare durchgefiihrt, derart, 
daB durch die Ansaétze wahrend der Versuchszeit ein langsamer Sauer- 
stoff- bzw. Stickstoffstrom geleitet wurde. Als Beispiel diene nach- 
stehender Versuch. 

Versuch 28. Oktober 1930. Zu den Ansaétzen wurden je 20cem de- 
fibriniertes Vollblut, 10cem isosmotische m/10 Jodessigséure, 10 cem 
physiologische Kochsalzlésung verwendet. 

A. Ansatz mit Sauerstoff, 


B. Ansatz mit Stickstoff, wahrend des ganzen Versuchs durchperlt. 








ee 
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Nach halbstiindiger Inkubation bei 37° wurden zu den Ansaétzen eine 
isosmutische Methylglyoxallésung, entsprechend 130,3 mg in 5 cem, langsam 
im Verlauf der Versuchszeit zutropfen gelassen. 


Methylglyoxal nach 2 Stunden: A. 56 mg 


B. 39 
Verschwundenes Methylglyoxal: A. 74,3 ,, - 57.2°, des zugesetzten 
Methylglyoxals 
SB. Ba8 s 70°. des zugesetzten Methyl- 
glyoxals. 
Milchsaéure, Anfangswert . A, 186.7 
Endwert : A. 32,1 
Neugebildete Milchséure 15,4 mg 12,3 mg Methylglyoxal 16,6 °> 
des verschwundenen Methylglyoxals. 
Milchsaéure, Anfangswert . B. 16,7 mg 
Endwert: B. 26,3 


Neugebildete Milchséure 9,6 mg 7,7 mg Methylglyoxal 8,44°., des 
verschwundenen Methylglyoxals. 

Wie aus den voranstehenden Versuchen hervorgeht, laBt sich also 
nur ein Bruchteil des verschwundenen Methylglyoxals, im Maximum 
48°, als Milchsdure wiederfinden. Inwieweit das Ergebnis in den Ver- 


‘suchen mit Sauerstoff- bzw. Stickstoffdurchleitung in dem Sinne zu 


verwerten ist, da die anaeroben Verhaltnisse fiir das Verschwinden 
des Methylglyoxals giinstiger sind, wollen wir vorliufig dahingestellt 
lassen. 

Die Versuche zeigen weiter, daB trotz relativ hoher Jodessigsaure- 
konzentration — im Durchschnitt m/50 — die Dismutation des Methyl- 
glyoxals zu Milchséiure scheinbar nicht vollstindig gehemmt ist. 
Zwingend ist ein derartiger SchluB auf fermentative Umwandlung 
jedoch keineswegs. Bei der Labilitaét des Methvlglyoxals wire daran zu 
denken, daB einzig und allein das px des Milieus und die Temperatur 
fiir die rasche Umwandlung in Milchséure verantwortlich sind. Sehen 
wir doch auch, da8 ganz reine Lésungen von Methylglyoxal, die bei 
Kisschranktemperatur aufbewahrt werden, unter dem EinfluB der 
geringen Mengen Alkali, die vom Glase abgegeben werden, eine nicht 
unbetrachtliche Milchsaurebildung aufweisen. Aus den Untersuchungen 
von Ariyama' geht allerdings hervor, daB bei px 9 bis 10,5 nur ein 
minimaler Bruchteil des verschwundenen Methylglyoxals als Milchsaure 
nachweisbar ist, wihrend die Hauptmenge offenbar in ein unbekanntes 
Kondensationsprodukt umgewandelt wird. Bei unserer Milchsaure- 
bestimmung, bei der vor der Kupferkalkfillung das Methylglyoxal 
durch Wasserdampf bei saurer Reaktion abdestilliert wurde, ist nun 
die Méglichkeit zur Hydrolyse solcher Kondensationsprodukte, deren 


1 Journ. of biol. Chem. 77, 359, 1928. 
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Entstehung im biologischen Material nicht von der Hand zu weisen 
ist, ohne Zweifel gegeben. Es kénnten so unsere Milchsdiurewerte 
iiberhaupt vorgetauscht sein. 

Wir wollen auf diese Frage im weiteren Zusammenhang noch 
zuriickkommen. Von wesentlich gréBerem Interesse ist jedoch, was aus 
dem restlichen, nicht als Milchsdure nachweisbaren Methylglyoxal wird. 

Die Annahme, dab hier méglicherweise der Proze der Umwandlung 
auf der Stufe der Brenztraubensdure stehen bleibt, ist nach den Ergeb- 
nissen zahlreicher, darauf gerichteter Untersuchungen abzulehnen. 
Es ist uns in keinem Falle, auch bei verschiedenster Abanderung der 
lsolierungsmethode gelungen, Brenztraubensaure in diesen Versuchen 
auch nur in Spuren nachzuweisen. In einer Reihe von Versuchen, 
in denen bis zu 300 mg Methylglyoxal auf 25 bis 35 ccm Blut zugesetzt 
wurden, konnte zwar durch Fallung mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
ein hellorange gefarbtes Osazon erhalten werden, das in Alkohol léslich 
war und mit alkoholischer Lauge eine rein rote Firbung ergab. Ab- 
gesehen davon, dab dieses Hydrazon nicht zur Kristallisation zu bringen 
war, zeigte es auch, entgegen dem Brenztraubenhydrazon, keine 
Léslichkeit in Soda. Der Schmelzpunkt betrug 198°. Weitere Unter- 
suchungen ergaben, daB hier zweifellos ein Gemenge von mindestens 
zwei Hydrazonen vorliegt. Acetaldehydhydrazon, welches die gleichen 
Loéslichkeitsverhaltnisse und die gleiche Farbreaktion zeigt, ist nach 
unseren bisherigen Versuchen sicher auszuschlieBen. Untersuchungen 
zur Aufklarung dieser Hydrazone sind im Gange. In einer Reihe von 
Versuchen lieB sich nach Entfernung der Milchsaiure die Gegenwart 
von sauren, nicht fliichtigen Produkten einwandfrei nachweisen. Auch 
diese Untersuchungen haben vorlaufig zu keinem endgiiltigen Ergebnis 
gefiihrt. Jedenfalls standen die Mengen der hier erwihnten sauren 
Produkte in keinem Verhaltnis zu dem umgesetzten Methylglyoxal. 

Wir haben weiterhin die Méglichkeit ins Auge gefaBt, daB das 
zugesetzte Methylglyoxal riickldufig in Synthesen einbezogen werden 
kénnte. Auch hier haben unsere Versuche nur zu negativen Ergebnissen 
gefiihrt. Die Verfolgung des anorganischen Phosphats ergab in unseren 
Ansitzen mit Methylglyoxal gegeniiber in gleicher Weise mit Jodessig- 
siure versetzten Kontrollproben keinerlei Anhaltspunkt dafiir, dab 
anorganisches Phosphat in gréBerem Umfang durch Veresterung 
verschwindet. Mit Riicksicht auf die vollkommen negativen Ergebnisse 
sehen wir von der Wiedergabe dieser in grober Zahl durchgefiihrten 
und mannigfach variierten Versuchen ab. Ebenso negativ verliefen 
Versuche, in welchen nach der Methode von Euler und Myrbdck' die 
Fraktion der Hexosemono- und -diphosphorsdure bestimmt wurde, 


1 Liebigs Ann. 464, 26, 1928. 
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Die Ansitze mit Methylglyoxal ergaben gegeniiber den Kontrollen 
keinerlei verwertbare Differenzen. Versuche zur Fraktionierung der 
Phosphorsaureester nach der Hydrolysemethode von Lohmann! fiihrten 
vorlaufig noch zu keinen schliissigen Resultaten. In einer Reihe von 
Versuchen haben wir zwar mit dieser Technik eine geringe Zunahme 
des Diphosphats und eine gréBere Zunahme des schwer hydrolysierbaren 
Anteils der Ester gegeniiber den Kontrollen nachweisen kénnen, 
méchten jedoch von einer Wiedergabe dieser Versuche Abstand nehmen, 
dies um so mehr, als die geringen Zunahmen in keinem Verhaltnis 
stehen zu den in diesen Versuchen verschwundenen Mengen von 
Methylglyoxal. 

Eines glauben wir jedoch aus unseren bisherigen Versuchen mit 
Sicherheit sagen zu kénnen, daf der unaufgeklarte Rest des verschwundenen 
Methylglyoxals, wenn iiberhaupt, nur in geringfiigigen Spuren in den 
Fraktionen der Hexoseester auftaucht. 

Wenn sich so das Methylglyoxal nicht unter den Produkten einer 
Resynthese nachweisen lieB, so mubBte daran gedacht werden, es még- 
licherweise in den Produkten des Ab- und Umbaues wieder zu finden. 
Wir haben in diesem Zusammenhang zunachst an die Glycerinsdure- 
diphosphorsdure gedacht, welche als Intermediairprodukt der Glykolyse 
von Jost® sichergestellt wurde. Untersuchungen, die wir nach der 
Jostschen Methode der Bleifallung ausgefiihrt haben, ergaben gegeniiber 
den Kontrollansatzen keinerlei Zunahme, so daB auch diese Annahme 
keine experimentelle Stiitze findet. 

Bei einem Kérper von der Reaktionsfihigkeit des Methylglyoxals, 
der in einer ganzen Reihe tautomerer Formen auftreten kann (Neuberg), 
sind in einem so komplizierten Milieu, wie es unser biologisches Material 
vorstellt, eine ganze Anzahl von Méglichkeiten der Umsetzung gegeben. 

Es sei hier an die bedeutungsvollen Ergebnisse von Newberg und 
Kobel® erinnert, welche den Nachweis erbringen konnten, dap sich 
Methylglyoxal mit einer ganzen Reihe von Aminosduren, Aminopurinen 
und EiweiBspaltprodukten schon unter Bedingungen umsetzt, welche 
denen in Organen nahe kommen; es sei ferner an die Arbeiten von 
Henze* erinnert, welche die Beziehung des Methylglyoxals zu den inter- 
meditiren Abbaustufen der Fettsdéuren ergaben. Gerade in diesem Zu- 
sammenhang wire auch noch an mégliche Kondensationsprodukte 
des Methylglyoxals zu denken. Es sei hier auf die «-Ketotrioxyadipin- 
sdure, welche von Posternak® als Diphosphorsaureester in den Erythro- 


! Diese Zeitschr. 202, 464, 1928; 208, 164, 1928. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1927. 

* Diese Zeitschr. 185, 477, 1927; 188, 197, 1927; 200, 459, 1928. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 121, 1930; 198, 88, 1930. 

5 Chem. Centralbl. 1929, I, 1916. 
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cyten nachgewiesen wurde, hingewiesen. Da’ Kondensationsprodukte 
in unseren Versuchen eine Rolle spielen, darauf weisen unsere bereits 
eingangs erwahnten Ergebnisse hin, nach denen das einmal verschwun- 
dene Methylglyoxal neuerlich erscheint, ja sogar eine deutliche Zunahme 
zeigt (s. Tabelle II). Das Auftreten von Kondensationsprodukten 
machen auch die bereits erwahnten Untersuchungen von Ariyama 
(a. a. O.) wahrscheinlich, denen zufolge Methylglyoxal unter dem Einflup 
schwacher Alkalien (px 9 bzw. 10,5) verschwindet, ohne daB die aqui- 
valente Milchséuremenge auftritt. In gleichem Sinne sprechen auch die 
schénen Untersuchungen von Spoehr und Sitrain', nach denen Methyl- 
glyoxal unter dem EinfluB von sekundairem Natriumphosphat in kurzer 
Zeit fast quantitativ verschwindet, ohne dab dabei Milchséiure in 
nennenswerten Mengen gebildet wird. In derartigen Versuchen konnte 
von Spoehr und Strain ein Kondensationsprodukt erhalten werden, 
das augenscheinlich ein Gemisch darstellt, aus dem geringe Mengen 
kristallisierter Hydrazone bzw. Nitrophenylhydrazone isoliert werden 
konnten. Weitere Untersuchungen miissen ergeben, inwieweit bei 
unseren Versuchen mit derartigen Méglichkeiten zu rechnen ist. So 
unbefriedigend unsere bisherigen Ergebnisse iiber das Schicksal des 
verschwundenen Methylglyoxals auch sind, sehen wir uns aus auBeren 
Griinden doch veranlaBt, unsere vorliufigen Ergebnisse zu veréffen- 
lichen. Die Untersuchungen werden in der hier angedeuteten Richtung 
fortgesetzt. 
Zusammenfassung. 

1. Zu Gewebe (Blut, Leber, Niere, Muskel und Hefe), deren Glykol yse 
durch Jodessigsdure gehemmt ist, zugesetztes Methylglyoxal verschwindet 
annahernd in demselben AusmaBe und mit derselben Geschwindigkeit 
wie aus Ansiatzen, in welchen die Glykolyse noch intakt ist. 

2. Quantitative Verfolgung des Methylglyoxalschwundes ergibt, 
daB sehr erhebliche Mengen Methylglyoxals unmittelbar nach dem 
Zusammenbringen mit dem Gewebe bereits sich des Nachweises ent- 
zogen haben. 

3. Nur ein Bruchteil des verschwundenen Methylglyoxals maxi- 
mal bis zu 48°, — laBt sich als Milchsdure wiederfinden. Uber das 
Schicksal des unaufgeklirten Restes des Methylglyoxalschwundes 
lassen die Versuche vorliufig nur den negativen Schlu6 zu, daB eine 
Umwandlung von Methylglyoxal in Brenztraubensdure bzw. Acet- 
aldehyd oder eine Synthese des Methylglyoxals zu Phosphorsdure- 
estern (Hexosephosphorsiéureester, Glycerinsiurediphosphorsaure) nicht 
statthat. 


1 Journ. of biol. Chem. 89, 503, 1930. 
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Muskelstarre und Coferment. 


Von 
ll. K. Barrenscheen, Leopold Frey und Otto Renth. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung aus der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung! wurde der Anschauung Ausdruck 
gegeben, dali die nach Jodessigsiure- bzw. Bromessigsaiurevergiftung 
auftretende Muskelstarre durch die Schadigung des normalen Kohlen- 
hvdratabbaues in erster Linie durch die Zerstérung des Coferment- 
komplexes bedingt sei. In Konsequenz dieser Auffassung wurde ent- 
sprechend der in erster Linie von Embden® vertretenen Anschauung 
die Meinung ausgesprochen, dais die Bedeutung des Kohlenhydrat- 
umsatzes im Muskel nicht in der Auslésung der Kontraktion, sondern 
der Erschlaffung zu suchen sei. Bei der Bedeutung, welche die Muskel- 
starre fiir unsere theoretische Auffassung vom Kontraktionsvorgang 
besitzt, schien es berechtigt, auch andere Starreformen auf die Stich- 
haltigkeit der ausgesprochenen Theorie zu priifen. Wir haben in den 
vorliegenden Untersuchungen in erster Linie die Starren gepriift, 
die als Hauptstiitze der Sauretheorie der Muskelkontraktion heran- 
gezogen wurden. LaBt sich auch bei diesen Starreformen eine Schadigung 
des kohlenhydratabbauenden Fermentkomplexes, in erster Linie des 
Coferments, nachweisen, dann gewinnt die von uns vertretene An- 
schauung an Wahrscheinlichkeit. Zum Nachweis der Cofermentschadigung 
haber, wir uns einmal der durch die Arbeiten Neubergs, sowie durch 
unsere eigenen Untersuchungen gesicherten Methodik des Nachweises 
der Methylglyoxalanhiufung aus zugesetztem Hexosediphosphat bedient. 
In einer geringen Anzahl von Versuchen wurde auch zum Nachweis 


1 Diese Zeitschr. 232. 165, 1931. ‘ 
2 Klin. Wochenschr. 1930, H. 29, S. 1337. 
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der Cofermentschadigung die Aktivierbarkeit cofermentfreier Hefe 
praparate (ausgewaschene Trockenhefe, Hefeplasmolysat) heran- 
gezogen. Da nach unseren Untersuchungen das Coferment in der leicht 
hydrolysierbaren ,,Pyrophosphatfraktion’ Lohmanns zu suchen ist, 
haben wir auch Bestimmungen dieses Pyrophosphats gleichzeitig 
mit der Aufnahme der Hydrolysekurve nach Lohmann, welche eine 
Identifizierung der Hexosephosphorsaureester ermdglicht, durch- 
gefiihrt. Von Starreformen wurde die Totenstarre, die Wdrmestarre, 
sowie die durch Cofjein, Ather und Chloroform bedingte Starre untersucht 
Eine neuerliche Untersuchung der Bromessigsdure- bzw. Jodessigsdure- 
starre, sowie der Fluoridstarre in dieser Hinsicht eriibrigte sich mit 
Riicksicht auf Befunde von Lundsgaard'! am jodessigséurevergifteten 
Muskel bzw. Lipmann? am fluoridvergifteten Muskel, die unseres 
Erachtens eine vollstandige Bestatigung unserer hier vertretenen 


Anschauung erbringen. 


Zur Technik der Versuche. 


Die Mehrzahl der Versuche wurde am (CGastrocnemius des Frosches 
durechgefiihrt. Zur Verwendung kamen teils Eskulenten hiesigen Fanges. 
teils Temporarien. die wir in wahren Riesenexemplaren durch Vermittlung 
des physiologischen Instituts in Debrecen bezogen haben. Nur fiir die 
Totenstarreversuehe wurden Meerschweinchen verwendet, welche ohne 
Narkose durch Entbluten aus der Carotis getétet wurden. Es wurden 
jeweils die beiden Gastrocnemii gleichzeitig verarbeitet derart, da®B det 
rechte Muskel fiir den Versuch, der linke fiir die Kontrolle diente. In den 
Froschversuchen haben wir anfangs den ganzen Schenkel in die Versuchs- 
lésung eingetaucht und erst am Schlu8 die Muskeln abprapariert. In den 
spateren Versuchen wurden die Muskeln unmittelbar nach Dekapitieren 
des Frosches prépariert und an der Achillessehne mit einem 5-g-Gewicht 
belastet. Die normale Insertion am Knochen wurde geschont. Das Ze1 
kleinern der Froschmuskulatur erfolgte auf eisgekiihlten Glasplatten mit 
der Schere, fiir die wesentlich empfindlichere Warmbliitermuskulatur erwies 
es sich bei den Hydrolyseversuchen als notwendig, die Muskeln in fliissiger 
Luft einzufrieren und unter fliissiger Luft zu verreiben. Der Muskelbrei 
wurde in mit 20 cem 6°(iger Trichloressigséure beschickte, exakt gewogene 
Kélbchen iibergefiihrt und nach Temperaturausgleich das Muskelgewicht 
auf der analytischen Waage bestimmt. Die Verarbeitung erfolgte nach 
zweistiindiger Extraktion bei Eisschranktemperatur. 

Das hexosediphosphorsaure Magnesium wurde aus gereinigtem Candiolin 
der |. G. Farbenindustrie A.-G. hergestellt®. Die Abscheidung des ge 
bildeten Methylglyoxals erfolgte als Methylglyoxal-bis-2, 4-Dinitrophenyl 
hydrazon, die Identifizierung durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 
Die Bestimmung der Pyrophosphatfraktion sowie die Aufnahme der Hydro- 


' Diese Zeitschr. 227, 51, 1930. 

2 Ebendaselbst 227, 110, 1930. 

’ Fiir die kostenlose Uberlassung des Candiolins sind wir der 1. G. 
Farbenindustrie A.-G. zu groBem Danke verpflichtet. 
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lysekurve erfolgte nach den Angaben von Lohmann'. Die Phosphor- 
bestimmungen erfolgten nach der kolorimetrischen Methode von Fiske- 
Subbarow unter genauer Beriicksichtigung der Aziditatsverhaltnisse?. 

In den Totenstarreversuchen wurde nach Entbluten der Tiere der linke 
Unterschenkel sofort abgetrennt und verarbeitet. Der Eintritt der Toten- 
starre wurde durch Einbringen des restlichen Tierkadavers in den Brut- 
schrank beschleunigt. Die Totenstarre war auf diese Weise nach 1'/, bis 
2'/, Stunden maximal ausgebildet. Fiir die Wdadrmestarre wurde der Versuchs- 
muskel jeweils in Kaltbliiterringerlésung von Zimmertemperatur suspendiert 
und die Temperatur durch ein umgebendes Wasserbad langsam auf 39 
bis 40° gesteigert. Der Muskel wurde 5 bis 10 Minuten nach Eintritt der 
Starre verarbeitet. Der Kontrollmuskel wurde, um médglichst gleiche 
Bedingungen zu schaffen, in diesen wie auch in den anderen Versuchen, 
in Ringerlésung bei Zimmertemperatur suspendiert. Fiir die Coffeinversuche 
wurden die Versuchsmuskel in Kaltbliiterringer mit einem Gehalt von 
0,2°, Coffeinum citricum suspendiert und 8 Minuten bis | Stunde 40 Minuten 
nach Eintritt der Starre verarbeitet. Fiir die Versuche mit Ather wurden 
die Muskeln anfangs in einer mit Ather gesattigten Kaltbliiterringerlésung, 
spater in einer mit Atherdampf gesittigten Kammer suspendiert, da die 
erste Versuchsanordnung zu keiner ausgepragten Starre fiihrte. In den 
Chloroformversuchen wurde die gleiche Versuchsanordnung gewahlt. Wohl 
erhalt man bei einer chloroformgesaéttigten Kaltbliiterringerlésung gut 
ausgebildete Starreformen, doch ergibt die Versuchsanordnung in Ather- 
bzw. Chloroformdampf, welche der seinerzeit von Rossi* angegebenen 
Technik entspricht, verlaBlichere Resultate. Die Kontrollmuskeln wurden 
in diesen Versuchen die gleiche Zeit wie die Versuchsmuskeln in einer 
feuchten Kammer suspendiert. 


A. Dus Verhalten der Pyrophosphatjraktion und der sdurehydrolysierbaren 
Ester in symmetrischen Muskeln normaler Tiere. 


Da wir in unseren Versuchen tiber das Verhalten der Pyrophosphat- 
fraktion und der Hexosephosphorsaureester stets den einen Muskel 
als Bezugsmuskel untersuchten, war es zunachst erforderlich, fest- 
zustellen, wie weit die symmetrischen Muskeln normaler Tiere in ihrem 
Gehalt an Pyrophosphat und Estern iibereinstimmen. Von Lohmann* 
liegen derartige Untersuchungen an symmetrischen Muskeln des Frosches 
vor, nach denen der Gehalt der symmetrischen Muskeln weitgehend 
iibereinstimmt. Die gefundenen Differenzen liegen simtlich innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methodik. Unsere eigenen Untersuchungen 
ergaben in Bestaétigung der Lohmannschen Befunde eine praktisch 
vollstandige Ubereinstimmung in Phosphatgehalt und der Verteilung 
der einzelnen Fraktionen der Gastrocnemii von Temporarien und 
Esculenten. Die Hydrolysekurve verliuft praktisch identisch. Das 


' Diese Zeitschr. 202, 464, 1928; 203, 164, 1928. 
2 Ebendaselbst 230, 330, 1931. 

3 Zeitschr. f. Biol. 54, 299, 1920. 
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3958 H. K. Barrenscheen, L. Frey u. O. Renth: 


gleiche gilt fiir die symmetrischen Muskeln des Warmbliiters (Meer- 
schweinchen). Als Beispiel diene Tabelle I. Samtliche Zahlen sind 
hier sowie in den tibrigen Tabellen auf 1 g Muskel bezogen. 


BR. Totenstarre. 

Untersucht man den totenstarren Muskel, so ergibt sich gegeniiber 
dem lebenswarm verarbeiteten Kontrollmuskel ein vollkommen ver- 
andertes Bild. Das anorganische Phosphat im totenstarren Muskel 
ist gegeniiber dem Kontrollmuskel wesentlich erhéht und zwar, wie die 
Hydrolysekurve zeigt, in erster Linie auf Kosten des leicht hydrolysier- 
baren Pyrophosphats, das in unseren Versuchen vollstandig versch wunden 
ist. Neben der Pyrophosphatfraktion ist es in zweiter Linie die Fraktion 
der leicht hydrolysierbaren Ester, welche bei der Totenstarre zerfallt. 
Die Fraktion der schwer hydrolysierbaren Ester ist gegeniiber dem 
Kontrollmuskel annahernd gleich, kann jedoch auch betrachtlich 
erhéht sein (s. Tabelle Il und Kurve 1). 
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(Siehe Tabelle Il, Versuch Nr. 45) Totenstarre 
| 
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schwer hydrolysierbare Ester. 

Diesem vollkommenen Schwund der Pyrophosphatfraktion entspricht 
auch die Tatsache, daB sich im totenstarren Muskel keinerlet Coferment- 
wirkung nachweisen laBt. 

Versuch 23. Januar 1931. Meerschweinchen, o, 850g, 10 Uhr 55 Mi- 
nuten Tod durch Entbluten. Linke hintere Extremitaét sofort exartikuliert, 
Muskulatur sofort verarbeitet (Kontrolle). Der restliche Tierkadaver wurde 
bei 37° im Brutschrank gehalten. 12 Uhr 30 Minuten Totenstarre voll- 
kommen entwickelt. Rechte hintere Extremitét exartikuliert. Muskulatur 
im Hojmeisterschen Apparat vermahlen. 


Il. Gérungsversuche. 


Samtliche Ansa&tze enthalten je 0,5 g gewaschene Trockenhefe, 5 ecm 
Wasser, leem 1° ige Lésung von hexosediphosphorsaurem Magnesium, 
leem m/3 Phosphat py 6,24, 5cem 10°, Fructose, ferner 














Muskelstarre und Coferment 3uY 


a) Kontrolle 1: 5cem Wasser; 


b) Kontrolle 2: 5cem Muskelkochsaft der linken Extremitat (10 ¢ 
Muskel 10 cem Wasser): 


c) Versuch: 5cem Wochsatt der totenstarren Muskulatur der rechten 
Hinterextremitat. 

Nach 30 Minuten im Roéhrehen b) (Kochsaft des frischen Muskels) 
deutliche Gaérung,. in a) und ¢) keine Garung nachweisbar Nach 2 und 
4 Stunden das gleiche Ergebnis. 


Il. Versuch tber Methylglyoxalanhaufung 

2.5g Muskelbrei der totenstarren Muskulatur, 10 cem 5°,ige Losung 
von hexosediphosphorsaurem Magnesium, 10 cem 0.9°.. Kochsalzlosung 

Nach 3 Stunden Brutschrank mit 5ccem 10° iger Trichloressigsaéure 
enteiweiBt. Filtrat mit 5ecem 2°,ige Dinitrophenylhydraziniosung in 
2n Salzséure versetzt. Augenblicklich feinflockiger Niederschlag. Schmelz 
punkt des mit Alkohol gewaschenen Hydrazons 297°, Mischschmelzpunkt 
mit reinem Methylglyoxalbishydrazon 297°. 

Wie aus obigen Versuchen hervorgeht, kommt cs be: der Totenstarre 
zu einem vollkommenen Schwund der Pyrophosphatfraktion und ent- 
sprechend zu einem vollkommenen Verlust des Coferments, der sich sowohl 
durch die Anhaiufung von Methylglyoxal als auch durch das _voll- 
kommene Fehlen der Aktivierung cozymasefreier Hefe durch den 
Kochsaft totenstarrer Muskeln nachweisen laBt. 


C. Wadrmestarre. 

Die gleichen Verhiiltnisse beziiglich des Schwundes der Pyro- 
phosphatfraktion, die wir bei der Totenstarre beobachten konnten, 
finden sich auch bei der Warmestarre. Bereits von Lohmann’ ist det 
Befund erhoben worden, daB bei der Warmestarre des Muskels die 
Pyrophosphatfraktion zerfdllt. Unsere eigenen Versuche bringen cine 
vollkommene Bestatigung dieser Angabe. Sie zeigen ferner, dab im 
Gegensatz zur Totenstarre, bei der die Fraktion der leicht hydrolysier- 
baren Ester (Diphosphatfraktion) fast vollkommen aufgespalten ist, 
hier nur 25°, des leicht hydrolysierbaren Esters verschwunden sind. 
Dieser Abnahme der leicht hydrolysierbaren Ester steht eine nicht 
unbetrichtliche Zunahme der schwer hydrolysierbaren Ester gegeniiber, 
welche in unseren Versuchen durchschnittlich 50°, gegeniiber dem 
Kontrollmuskel betragt (s. Tabelle IIIT und Kurve II). 

Analog wie in den Versuchen tiber die Totenstarre zeigt auch der 
Wdrmestarremuskel direkt die Fdhigkeit der Methylglyoxalanhdufung 
aus zugesetztem Hexosediphosphat. 

Versuch 10. Marz 1931. Esculenta, 2, 53g, 11 Uhr 55 Minuten 
dekapitiert, 12 Uhr beide Schenkel in Ringerlésung suspendiert. Tem- 


1 Deutsch. Zeitschr. 208, 173, 1928. 
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Muskelstarre und Coferment. 401 


peratur im Versuch langsam auf 37° gesteigert. 12 Uhr 15 Minuten bei 
37,5° beginnende Verkiirzung, Temperatur bis 12 Uhr 20 Minuten auf 40° 
gesteigert: maximale Starre. Sofortige Verarbeitung. 1g Muskelbrei 
+ 3cem 4°, hexosediphosphorsaures Magnesium + 2 ccm 0,9°,ige Koch- 
salzlésung + 1 cem Wasser. Nach 3 Stunden Brutschrank enteiweibt. Im 
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Abb. 2. 
(Siehe Tabelle III, Versuch Nr. 37) Wirmestarre 


} schwer hydrolysierbare Ester 


Filtrat Fallung mit Dinitrophenylhydrazin ++, Schmelzpunkt des mit 
Alkohol gereinigten Hydrazons 296°, Farbreaktion mit Alkohol-Kalilauge 
rein violett. 

Versuch 6. Mai 1931. Temporaria, 120 g, 9 Uhr 22 Minuten dekapitiert, 
9 Uhr 25 Minuten rechter Gastrocnemius in Ringerlésung von 37,5° sus- 
pendiert. Sofortige Kontraktion. 9% Uhr 29 Minuten nach allmahlicher 
Steigerung der Temperatur maximale Kontraktion. Muskel wird bis 9 Uhr 
54 Minuten bei 40° gehalten und sodann verarbeitet. 1g Muskulatur 
+ 3cem 4°, hexosediphosphorsaures Magnesium + 3 ccm 0,6 °,ige Koch- 
salzlésung. Nach 3 Stunden Brutschrank enteiwei®Bt. Filtrat mit Dinitro 
phenylhydrazin sofortige Triibung. Schmelzpunkt des mit Alkohol ge- 
reinigten Hydrazons 296°, Mischschmelzpunkt mit reinem Methylglyoxal 
bishydrazon 297°. Farbreaktion mit Alkohol-Kalilauge rein violett. 


D. Coffein. 

Die Coffeinstarre, die wegen der explosiven Milchsdurebildung, 
die sie im Gefolge hat, als ein typischer Fall der durch Saure bewirkten 
Starre betrachtet wurde, zeigt in ihrem Verhalten mit den bisher be- 
sprochenen Starreformen insofern eine Ubereinstimmung, als es auch 
bei ihr zu einem fast vollstdndigen Schwund der leicht hydrolysierbaren 
Fraktion kommen kann. Die Ergebnisse, die man hier erhalt, sind 
jedoch weitgehend von der Dauer der Starre abhangig. Untersucht 
man kurze Zeit nach Eintritt der Coffeinstarre, so zeigt sich, daB die 
P yrophosphatfraktion gegeniiber der Kontrolle um rund 50°, ab- 
genommen hat. An ihrer Stelle findet sich anorganisches Phosphat. 
Neben dieser Abnahme der Pyrophosphatfraktion findet sich gleich- 
zeitig eine Abnahme des leicht hydrolysierbaren Esters (Diphosphat), 
der gegeniiber der Kontrolle um 50°, abnimmt. 
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Parallel mit dieser Abnahme findet sich eine betrachtliche Zunahme 
des schwer hydrolysierbaren Esters. Die Verhaltnisse werden am besten 
durch nachstehende Versuche illustriert. 

Versuch 13. Mai 1931. Temporaria, o°, 105g, 8 Uhr 45 Minuten de- 
kapitiert. Castrocnemii isoliert. An der Achillessehne mit je 5g Gewicht 
belastet. 

Versuch (rechter Gastrocnemius): 8 Uhr 54 Minuten in Ringerlésung 

- 0,2 Coff. citr. suspendiert. & Uhr 56 Minuten beginnende Kontraktion 
9 Uhr vollentwickelte Starre. 9 Uhr 8 Minuten verarbeitet. Gewicht 1.777 g. 

Kontrolle (linker Gastroecnemius): 8 Uhr 58 Minuten in Ringerlésung 

suspendiert, 9 Uhr 12 Minuten verarbeitet. Gewicht 1,8245 g. 





Zeit der Hydrolyse Kontrolle Versuch 

Min P mgig Differenz mg g Differenz 
0 0,743 0,266 0.804 0,129 
7 1.009 0,023 0,933 0,025 
15 1,032 0,038 0.958 0 

30 1.070 0,047 0,958 0.054 
60 1,117 0,053 1,012 0 

180 1,170 0,180 1,012 0,384 

P nach Veraschung me/¢ 1,359 1.396 


Untersucht man jedoch nach langerer Dauer der Coffeinstarre, 
so erhalt man ein ganz anderes Bild. Die Aufspaltung der Pyrophosphat- 
fraktion ist bei langerer Einwirkung der Coffeinstarre eine fast voll- 
stindige geworden. Die Fraktion des leicht hydrolysierbaren Esters 
hat weiter bis auf 30°, gegeniiber dem Kontrollwert abgenommen. 
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Abb. 3. 
(Siehe Tabelle IV, Versuch Nr. 39) Coffeinester. 
\ 


j Schwer hydrolysierbare Ester. 


Gleichzeitig findet sich auch ein enormer Schwund der Fraktion der 
schwer hydrolysierbaren Ester, die gleichfalls bis auf 30°, gegeniiber 
dem Kontrollmuskel abgesunken ist. Ein Ausdruck dieses Absinkens 
ist die betrachtliche Abnahme, welche das gesamtsaurelésliche Phosphat 
zeigt. Die Verhaltnisse werden am besten durch Tabelle 1V und 
Abb. 3 illustriert. 
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Das Defizit, das in diesen Coffeinversuchen feststellbar ist, findet 
seine zwanglose Erklarung in der bekannten permeabilitdtssteigernden 
Wirkung des Coffeins, durch die es zu einem Ubertritt von anorganischem 
Phosphat in die Coffein-Ringerlésung kommt. Untersucht man die 
Suspensionsfliissigkeit nach Entfernung des Coffeins durch Ausschiitteln 
mit Ather in alkalischer Lésung, so laBt sich das gesamte fehlende 
Phosphat in Form von anorganischem Phosphat nachweisen. Wir haben 
diese Untersuchung an den Versuchen, die in Tabelle 1V wiedergegeben 
sind, durchgefiihrt. Sie ergaben fiir den Versuch 39 fiir die Gesamtmenge 
der Coffein-Ringerlésung 0,322 mg Phosphat, fir den Versuch 38 
einen Gehalt von 0,155 mg Phosphat. Auf Gramm Muskel umgerechnet, 
ergibt sich ein Wert von 0,187 bzw. 0,091 mg, welche, zu dem gesamt- 
siureléslichen Phosphat addiert, zu Zahlen fiihren, die mit der Kontrolle 
vollkommen iibereinstimmende Werte: 1,026 bzw. 1,016 mg pro Gramm 
Muskel gegeniiber 1,024 bzw. 1,123 mg pro Gramm Muskel in den 
Kontrollen ergeben. Dieser Verlust an anorganischem Phosphat durch 
Diffusion in die Ringerlésung setzt bereits in kurzer Zeit ein und kann 
bei langerer Ausdehnung des Versuchs tiber 50°, des gesamtsiure- 
léslichen Phosphats betragen. Wir bringen als Beleg dafiir nachstehende 
Versuche. 

Versuch 27. Mai 1931. Temporaria, 2. 80g, rechter Muskel 30 Minuten 
nach Eintritt der Starre in der Coffeinlésung belassen, linker Muskel die 
gleiche Zeit in Ringerlésung. 


Phosphorwerte. 


Versuchsmuskel: Anorganisches Phosphat . . . . . . . . . 0,698 mg/g 
Cresamtséurelésliches Phosphat . . . . . . 0.839 
In der Coffein-Ringerlésung gefundenes P . 0,148 
Gesamtséurelésliches P anorganischer P 
aus Coffein-RingerlOsung. . .. . . . O.987 
Kontrollmuskel: Anorganisches Phosphat. . . . . . . 7°. . 0,601 
CGesamtséurelésliches Phosphat . . . . . . 0,990 


Versuch 27. Mai 1931. Temporaria, 2, 125 g. Rechter Muskel 2 Stunden 
30 Minuten nach Eintritt der Starre in der Coffeinlésung belassen, linker 
Muskel die gleiche Zeit in Kaltbliiterringerlésung suspendiert. 


Phosphorwerte. 


Versuchsmuskel: Anorganisches Phosphat. ... . . . . . 0.496 mg/g 
CGesamtséurelésliches Phosphat . . . . . . 0,627 
In der Coffein-Ringerlésung gefundenes P . 0,650 
Gesamtsaurelésliches P anorganisches P 
aus Coffein-Ringerlésung . 1.277 
Kontrollmuskel: Anorganisches Phosphat. ... . . . . . 0,714 
Gesamtsaurelésliches Phosphat 1,267 
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Wie der letzte Versuch zeigt, kann es bei langerer Einwirkung 
des Coffeins durch Diffusion zu einer derartigen Abnahme des Phosphats 
kommen, dap das anorganische Phosphat weniger betrigt als das des 
Kontrollmuskels. Ein Ubertritt von anorganischem Phosphat bzw. 
von Phosphorsaureestern aus dem normalen Muskel in die Ringerlésung 
findet, wie uns darauf gerichtete Kontrollversuche zeigten, nicht statt. 
Bei extrem langer Dauer der Coffeineinwirkung kommt es neben dem 
Austritt des anorganischen Phosphats auch zum Ubertritt geringer 
Spuren organischer Phosphorverbindungen, die jedoch nach unseren 
Versuchen niemals mehr als maximal 10° des anorganischen Phosphats 
betragen kénnen. 

Auch in den Coffeinversuchen laBt sich die Zerstérung des Coferments 
so wie in den bisher besprochenen Starreversuchen durch den Nachweis 
der Methylglyoxalanhdufung aus Hexosediphosphat erbringen. 

Versuch 13. Marz 1931. Esculenta, 92, 61 g, 11 Uhr 20 Minuten de- 
kapitiert, rechtes Hinterbein in Coffein-Ringerlésung suspendiert. 11 Uhr 
28 Minuten beginnende, 11 Uhr 30 Minuten komplette Starre, 11 Uhr 


40 Minuten verarbeitet: 1g Muskulatur + 3cem 4°, hexosediphosphor- 
saures Magnesium -++ 3cem 0,6°,ige Kochsalzlésung. Nach 3 Stunden 
Brutschrank enteiweiBt. Im Filtrat Methylglyoxal ++. Schmelzpunkt 


des mit Alkohol gereinigten Hydrazons 297°, Mischschmelzpunkt 297°. 


E. Ather und Chloroform. 

In ihrer Wirkung auf die Pyrophosphatfraktion zeigen die beiden 
Narkotica Ather und Chloroform die gleiche Wirkung. DaB bei der 
Chloroformstarre die Pyrophosphatfraktion zerfallt, ist bereits von 
Lohmann' nachgewiesen worden. Unsere eigenen Versuche bestatigen 
diese Angaben vollkommen und erweitern sie in Hinsicht auf die analoge 
Wirkung des Athers. Zwischen der weiteren Wirkung der beiden 
Narkotica ergeben sich jedoch betrichtliche Unterschiede. Bei der 
Chloroformstarre findet sich der aus dem Zerfall der Pyrophosphat- 
fraktion stammende Phosphor restlos als anorganisches Phosphat 
wieder. Eine Synthese greift so gut wie nicht Platz. Die Fraktion 
der leicht hydrolysierbaren Ester (Hexosediphosphat) zeigt eine nur 
geringfiigige Abnahme gegeniiber der Kontrolle. In den Versuchen 
mit Ather zeigt sich dagegen, daB wohl auch die Pyrophosphatfraktion 
zerfallt. Der Zerfall erreicht bei der von uns gewahlten Versuchsdauer, 
die sich von der mit Chloroform nicht wesentlich unterscheidet, nicht 
jene Hohe, sondern betragt nur zwischen 30 bis 45°%. Das anorganische 
Phosphat zeigt gegeniiber der Kontrolle jedoch nicht die entsprechende 
Zunahme, sondern sogar eine Abnahme, die ihre Erklirung in einer 











— 


Tahelle 








> 


40 


Muskelstarre und Coferment. 

























































sto a | FCO'U 611 Co'T ‘LT S860 9160 9160 ' ; “HOYT P4otmes 
O@% BIBS Joep saneg -[a4snyVy ( (ouside A ) 8yTovyY 
- 020 eel 9910 git oT POT C660 6E60 §22'0 " * * * BgZe tT wormed 
-s9BUjY-WI0FOI0|4,) “Jeysnyy (@]fouyuoy) syury 
‘A ORL 6 BiaBsodulay, ‘CZ AN 
9gTU SLPl Iv 0 ChE T C8ST FEST | FEST | MET T CLIT ee B 96ST 340lM0s 
-[aysnyy (yonsiea,) 8}qQ9ey] 
FIT O OL¥F'I 0960 o9ET OZET LEST GIST Z6rl ZE60 ee "BOGS T 3490s 
-jeysnyy (e][omjuoy) syurry] 
‘Cg “AN 
3 Au 33m st 09 08 El iL aj7u 
JZunyosR , 
-10A4 ag { 3/3u as YousloA 
qoeu “OTA 
‘OLTBISULLOJOLOTY, ) “TA 91)°QYUL 
OLE 0 O8¢'T FLT 0 OTO'T §68'0 9880 8Es'0 6180 || GF9'O "8 * BLLQPT Fqornes 
OT @41Rmig dep rane] -[Oxsn_y (YousseA) sp YooORY] 
08Z'0 O8¢'T 1970 = OOT'T = O80'T O90'T 8860 8860) 222'0 " * * SEGQH‘T Fyormes 
arpydsounjeseyyV¥ -[oxsny_ (e[Jorjuoy) syxurry 
‘A ORL 6 BlaeIOdMaT, ‘TE “AN 
rE vO FIZ I solo OL8'0 OL80 OL8'0O  LE8'0 | g6L0 " * * BQTEZ'S 3qormed 
,L O1TBS -Joysny_ (yonsseA) 834907 
6c 0 00Z T 8820 81460 ZO Zt6E0 Y9IBO 9I6O) 8290 "+ 5 8 + Bgz7'g yqowmes 
-[Oysu (e[o1juoy) syury 
*GE “AN 
a3u a 3u ORT 09 08 aol iL a 3u , 
16 , Funyose F oe > 
1YAGULULY 194 _ Beat 9 - t 
yoru d -O1 fd 
‘UARISLOYIW 4A 97]9QD. 














406 


H. K. Barrenscheen, L. Frey u. 


O. Renth: 


betrachtlichen Zunahme der schwer hydrolysierbaren Fraktion findet. 
Nach unseren Versuchen findet sich der gesamte verschwundene 
Pyrophosphatphosphor in dieser bei einer Hydrolysendauer von 


3 Stunden nicht aufspaltbaren Fraktton (Embden-Ester?) (s. Tabelle V 


und VI und Abb. 4 und 5). 
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(Siehe Tabelle V. 


Zeitin Minuten 
Abb. 4. 


Versuch Nr. 32) Atherstarre. 


schwer hydrolysierbare Ester. 
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Abb. 5. 


(Siehe Tabelle VI, Versuch Nr. 25) Chloroformstarre. 


Die Schidigung bzw. Zerstérung des Coferments bei der Ather- 
bzw. Chloroformstarre geht weiter aus folgenden Versuchen hervor: 


Temporaria, 9. 9 Uhr 55 Minuten 
dekapitiert. Rechter Gastroenemius in Atheratmosphére suspendiert. 
10 Uhr 05 Minuten maximale Starre. 10 Uhr 15 Minuten verarbeitet. 
1g Muskulatur + 3cem 4°, hexosediphosphorsaures Magnesium + 3 ccm 
0,6°,ige Kochsalzlésung. Nach 3 Stunden Zimmertemperatur enteiweiBt. 
Im Filtrat Methylglyoxal Schmelzpunkt des Hydrazons 296°, Misch- 
schmelzpunkt 297°. 

Versuch 29. April 1931. Temporaria, 9, 130g. 
dekapitiert, 10 Uhr 25 Minuten rechter (Gastrocnemius 


Versuch 30. April 1931. 


210 g. 


——— 


10 Uhr 20 Minuten 
in chloroform- 


gesattigter Ringerlésung suspendiert, 10 Uhr 40 Minuten maximale Starre, 
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11 Uhr 05 Minuten verarbeitet. 1g Muskulatur + 3ccm 4% hexosedi- 
phosphorsaures Magnesium + 3ccem 0,6°,ige Kochsalzlésung. Nach 
3 Stunden Brutschrank enteiweiBt. Im Filtrat Methylglyoxal + +. Schmelz- 


punkt des mit Alkchol gereinigten Hydrazons 297°, Mischschmelzpunkt 297°. 


Diskussion der Ergebnisse. 

Uberblicken wir die im vorstehenden mitgeteilten Ergebnisse, 
so zeigt sich fiir alle untersuchten Starreformen, daB bei ewtwickelter 
Starre die Pyrophosphatfjraktion, sei es zu einem erheblichen Bruchteil 
oder vollkommen, zerfallen ist. Mit diesem Zerfall der Pyrophosphat- 
fraktion geht Hand in Hand die Cofermentschddigung bzw. der ginzliche 
Verlust des Coferments. Jeder dieser starren Musrkeln zeigt die Fahigkeit, 
ohne weitere Behandlung bzw. ohne jeden die Glykolyse hemmenden 
Zusatz aus zugesetztem Hexosediphosphat Methylglyoxal anzuhdufen. 
Unterschiede zeigen die einzelnen Starreformen jedoch, was das Ver- 
halten der einzelnen Esterfraktionen anlangt. 

Bei der Totenstarre finden wir einen fast vollkommenen Schwund 
der siurehydrolysierbaren Ester (Diphosphat). Die gesamte, aus der 
Pyrophosphatfraktion stammende Phosphorsiure findet sich im an- 
organischen Phosphat wieder. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei der 
durch Chloroform bewirkten Starre, bei der gleichfalls neben dem 
Zerfall der Pyrophosphatfraktion eine Abnahme der Diphosphat- 
fraktion nachweisbar ist. Anhaltspunkte fiir synthetische Vorginge 
sind weder bei der Toten- noch Chloroformstarre gegeben. Anders 
liegen die Verhaltnisse bei der Wdrmestarre, bei der neben dem 
Schwund der Pyrophosphatfraktion unter Abnahme des Diphosphats 
eine nicht unbetrachtliche Synthese schwer hydrolysierbarer Ester nach- 
weisbar ist. 

Ganz ahnlich liegen die Verhaltnisse bei kurzdauernder Co/fein- 
starre, bei der gleichfalls eine betrachtliche Zunahme der schwer hydroly- 
sierbaren Ester erfolgt. Lingere Dauer der Coffeinstarre fiihrt dagegen 
zu einer weitgehenden Aufspaltung der schwer hydrolysierbaren Ester 
und der Diphosphatfraktion. Am ausgepriagtesten erscheint die Synthese 
bei der Atherstarre zu sein, bei der sich das gesamte, aus der Pyrophosphat- 
fraktion stammende Phosphat, sowie auch das verschwundene an- 
organische Phosphat in der schwer hydrolysierbaren Monophosphat- 
fraktion wiederfindet. Inwieweit dieses differente Verhalten der ein- 
zelnen Starreformen mit der Reversibilitét der Starre bzw. der Er- 
holungsfahigkeit des Muskels zusammenhingt, ist Gegenstand weiterer 
Untersuchungen. Fiir einen derartigen Zusammenhang scheint die 
Beobachtung zu sprechen, da® in unseren Versuchen mit Ather, bei 
welchen die Synthese am schénsten ausgesprochen war, die Erregbarkeit 
des Muskels vom Nerven aus noch nicht erloschen war. 
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Fir die Theorie der Muskelkontraktion méchten wir, soweit die 
Ubertragung der bei der Muskelstarre gefundenen Ergebnisse auf die 
Muskelkontraktion zulassig ist, in unseren Versuchen eine Bestatigung 
der Anschauung erblicken, nach der die Kohlenhydratumsetzung im 
Muskel Bedingung fiir die Erschlaffung bildet. Ein Versagen des normalen 
Kohlenhydratumsatzes, wie sie die Zerstérung des Coferments bedingt, 
wire nach dieser Auffassung Voraussetzung fiir den Eintritt der Starre. 


Zusammenfassung. 


1. Sdmtliche untersuchten sauren Starreformen (Toten-, Warme-, 
Coffein-, Ather- und Chloroformstarre) fiihren zu einem mehr oder 
weniger vollstandigen Zerjall der das Coferment einschlieBenden ,,Pyro- 
phos phatjraktion™. 

2. Unterschiede zwischen den einzelnen Starreformen ergeben 
sich insofern, als bei einzelnen dieser Starreformen (Ather-, Warme- 
und kurzdauernde Coffeinstarre) gleichzeitig eine Synthese schwer 
hydrolysierbarer Phosphorsdureester nachweisbar ist. Bei der Totenstarre, 
sowie bei der Chloroformstarre und linger dauernder Coffeinstarre 
wird eine derartige Synthese vermiBt. 

3. Als Ausdruck der all diesen Starren gemeinsamen Schadigung 
bzw. Zerst6rung des Coferments ist die ohne jeglichen Eingriff bzw. 
Zusatz beobachtete Anhdufung von Methylglyoxal aus zugesetztem 
Hexosediphosphat zu werten. 


Der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft sind wir durch Bei- 
stelling von Kafigen fiir unser Tiermaterial zu Dank verpflichtet. 











Untersuchungen zur Frage der Cofermentwirkune. 


I. Mitteilung: 
Glykolysehemmung und Ammoniakabspaltung. 


Von 
Ii. K. Barrenscheen und Wilhelm Filz. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie det 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1931.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Durch die Untersuchungen von Luler' und seinen Mitarbeitern 
einerseits, von Lohmann? andererseits kann es als sichergestellt gelten, 
daB das Coferment der Glykolyse bzw. der alkoholischen Gdrung eine 
Adenosinphosphorsdure ist, die sich strukturell von der gewéhnlichen 
Hefeadenylsiure unterscheidet. Inwieweit das Coferment der Hefe 
bzw. des Muskels chemisch voneinander zu trennen sind, liBt sich heute 
mit Sicherheit nicht sagen. Nach Lohmann ist das Coferment des Muskels 
mit dem Magnesiumsalz der Adenosintriphosphorsdure = Adenylpyro- 
phosphorsdure identisch. Nach Euler® ist das Coferment der Hefe 
eine einfache Adenosinphosphorsdure, die Lohmannsche Adenylpyro- 
phosphorsaure ist nach seinen Untersuchungen im Hefeversuch wesent- 
lich weniger wirksam. Ohne uns auf die eine oder die andere Anschauung 
festlegen zu wollen, haben wir den Versuch unternommen, uns iiber 
den Mechanismus der Cofermentwirkung auf Grund der bisher vor- 
liegenden experimentellen Tatsachen ein Bild zu verschaffen. Dab 
der Phosphorsiurerest im Coferment fiir dessen Wirksamkeit wesentlich 
ist, haben auf der einen Seite die Untersuchungen Eulers ergeben, 

1 Ruler u. Myrbdck, Naturwissensch. 17, 291, 1929; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 183, 60, 1929ff.; Zusammenfassende Darstellung vgl. Eulers Vortrag 
auf der Tagung des Vereins Deutscher Chemiker, Wien, Mai 1931. 

2? Naturwissensch. 17, 624, 1929; diese Zeitschr. 238. 460, 1931 

* 1c. 
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nach denen die Abspaltung der Phosphorsiure aus dem Coferment 
zu einer Inaktivierung fiihrt. In unseren eigenen Untersuchungen tiber 
die Hemmungen der Glykolyse! konnten wir den Nachweis erbringen, 
daB in vollkommener Analogie zu den Versuchen Euwlers an gereinigten 
Cofermentpraparaten die Abspaltung der leicht hydrolysierbaren 
Phosphorséure aus den Erythrocyten mit einer Inaktivierung des Co- 
ferments gleichzusetzen ist, so daB wir uns fiir berechtigt halten, 
die Lohmannsche ,,Pyrophosphatfraktion‘‘ mit dem Coferment gleich- 
zusetzen, eine Anschauung, die durch die letzten Arbeiten Lohmanns 
eine experimentelle Bestatigung erfahren hat. Die Intaktheit der 
Phosphorsaurebindung im Coferment als Voraussetzung der Wirksamkeit 
kann nach diesen Versuchen kaum in Zweifel gezogen werden. 

Spielen auBer der Phosphorséure noch andere Gruppen in dieser 
Coferment - Adenosinphosphorsaéure eine Rolle? Wir haben von 
theoretischen Voraussetzungen ausgehend in erster Linie der Amino- 
gruppe der Adenosinphosphorsdure unsere Aufmerksamkeit geschenkt 
und uns zunachst die Frage vorgelegt, ob nicht fiir die Wirksamkeit 
des Coferments die Intaktheit der Aminogruppe ebenso Voraussetzung 
ist wie die Intaktheit des Phosphorsdurerestes. Fir eine derartige 
Annahme sprechen eine ganze Reihe von Tatsachen, die sowohl am 
Muskel als auch am Blut erhoben wurden. Nach den Untersuchungen 
Embdens? und seiner Schule bzw. Parnas* und Mitarbeiter kann es 
keinem Zweifel unterliegen, daB die Quelle des im Muskel und auch im 
Blute entstehenden Ammoniaks, die Ammoniakmuttersubstanz Parnas’, 
ausschlieBlich Adenosinphosphorsiure bzw. Adenosintriphosphor- 
sdure ist. 

Fiir das Blut speziell konnte von Parnas‘ gezeigt werden, dab die 
maximale Ammoniakabspaltung erst nach 24stiindigem Stehen errcicht 
ist, das ist zur gleichen Zeit, in der auch das Glykolysevermégen des 
Blutes erlischt. Fiir den Muskel ergaben die Untersuchungen der 
Embdenschen Schule®, daB die Ermiidung, die Totenstarre und auch 
die nach Bromessigsiurevergiftung auftretende Starre zu einer voll- 
standigen Abspaltung des Ammoniaks aus der Adenosinphosphorsaure 
fiihrt. Fiir die Bromessigsdurestarre sowie fiir die Totenstarre haben 
nun unsere eigenen Untersuchungen den Nachweis erbringen kénnen, 


! Diese Zeitschr. 231, 144, 1931. 

* Embden, Vortrag. Naturforschervers. Diisseldorf 1926; Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 167, 137, 1927 u. ff. 

3 Diese Zeitschr. 184, 399, 1927 u. ff. 

* Ebendaselbst 152, 1, 1924; 155, 159, 1925; 169, 255, 1926; 173, 
224, 1926. 

5 Zusammenfassende Darstellung s. Embden, Klin. Wochenschr. 1930, 


S. 1337. 
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daB sie mit einer Zerstérung des Coferments einhergehen. DaB bei der 
Ermiidung das Coferment geschadigt wird, geht einmal aus den Unter- 
suchungen Lohmanns! hervor, nach denen bei ermiidender Reizung 
des Muskels nicht unerhebliche Mengen der Pyrophosphatfraktion 
zerfallen. Die entsprechende Schadigung der Glykolyse im ermiideten 
Muskel ist erst in jiingster Zeit durch eine Arbeit von Beccari? experi- 
mentell bewiesen worden. Handelt es sich nun in allen diesen Fallen 
um eine zufallige Koinzidenz zwischen Schddigung der Glykolys 
= Cofermentschddigung und Ammoniakabspaltung oder sind beide 
Vorgange miteinander gekoppelt? Um diese Frage einer experimentellen 
Entscheidung zuzufiihren, haben wir zunachst die Ammoniakabspalt ung 
bei experimenteller Hemmung der Glykolyse des Blutes gepriift. 


Zur Technik der Versuche. 


Das zu den Versuchen verwendete Blut wurde jeweils durch Venen 
punktion aus der maéBig gestauten Cubitalvene gewonnen und durch 
Schiitteln mit Glasperlen defibriniert. Ein derartiges Vorgehen hat zwat 
zur Folge, da®B die Anfangswerte fiir Ammoniak wesentlich héher aus- 
fallen als bei sofortiger Verarbeitung. Doch lieB sich bei der von uns ge 


wahiten Versuchsanordnung dieser Nachteil nicht umgehen. Rasches 
Arbeiten lé8t allerdings diesen hohen Anfangswert auf ein Minimum redu 
zieren. Die Ammoniakbestimmung wurde nach Parnas*® durchgefiihrt. 


Wir haben fiir unsere Zwecke den Parnasschen Apparat etwas abgeaéndert 
und glauben, daB diese Abaénderung einen wesentlichen Vorteil gegeniiber 
der urspriinglichen Apparatur bedeutet. Die von uns gewéhlten Anderungen 
betreffen die Verbindungen der einzelnen Teile des Apparats, welche, mit 
Ausnahme des Einfiilltrichters, der jetzt am Apparat fix angeschmolzen 
ist, samtliche an Stelle der von Parnas gewahiten Gummiverbindung 
durch emen Schliff bewerkstelligt werden. An Stelle des Silberkiihlers ist 
ein etwas langerer Glaskiihler getreten, der, wie der gesamte Apparat, aus 
Jenenser Gerateglas besteht. Das Kiihlrohr selbst ist zu einer Spitze aus 
gezogen, durch welche ein langsamerer Durchtritt der Gasblasen erzielt 
wird. Wir haben aus diesem Grunde auch die Destillationszeit auf 
5 Minuten ausgedehnt. Der einzige Gummistopfen, weleher bei der neuen 
Apparatur Verwendung findet, dient zur Fiihrung des Glasstabes, der im 
Mantelrohr die Verschiebung der Vorlage gestattet. Um auch hier einen 
eventuellen stérenden Einflu8 des Gummis auf die Bestimmung auszu 
schalten, ist der Stopfen mit einer etwa 5mm hohen Schicht von Glycerin 
bedeckt. Diese Uberschichtung mit Glycerin hat den weiteren Vorteil, 
da8 die Fiihrungsstange fii die Vorlage stets leicht bewegt werden kann. 
Das Glycerin muB, da es stets etwas Wasser anzieht, von Zeit zu Zeit e1 
neuert werden. Die Herausnahme des VorlagegefaBes erfolgt von oben. 
Ein Vorteil dieser Ab&énderungen ist ecinmal in einer wesentlich gréLeren 
Stabilitat der Apparatur gegeben. Ein weiterer Vorteil ist in der Aus 
schaltung der durch die Gummiverbindungen gegebenen Fehlerquellen 


1 Diese Zeitschr. 208, 172, 1928 
2 Ebendaselbst 236, 113. 1931. 
3 Ebendaselbst 173. 227, 1926. 
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zu sehen. Die von Parnas angegebene Silberspirale erweist sich fiir diese 
Apparatur als iiberfliissig. Als weiterer Vorzug sei angefiihrt, daB es bei 
der Ganzglasapparatur viel rascher gelingt, den Apparat ammoniakfrei 
zu bekommen. Gegeniiber Einwénden, die gegen die Parnassche Technik 
gemacht wurden, mdchten wir betonen. daB die Methode nach unseren 
Kontrollbestimmungen mit reinen Lésungen bei einiger Ubung selbst bei 
sO minimalen Mengen von Ammoniak, wie sie im Blute vorhanden sind, 
mit einer maximalen Fehlerbreite von + 3° arbeitet. Die Kolorimetrie 
erfolgte durchwegs im Leitzschen Universalkolorimeter. Die Phosphor- 
bestimmungen wurden nach Fiske-Subbarow, die Blutzuckerbestimmungen 
nach Hagedorn-Jensen ausgefiihrt. Beziiglich der na&heren Einzelheiten sei 
auf die Versuchsprotokolle im Anhang verwiesen. 


Ammoniakabspaltung bei der Hemmung der Glykolyse. 


In den vorliegenden Untersuchungen wurde der EinfluB der 
Glykolysehemmung durch Monobrom- und Monojodessigsdure, Natriwm- 
fluorid und Hdmolyse auf die Ammoniakabspaltung gepriift. 
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sdure- bzw. Fluoridwirkung. 


Untersucht man die Ammoniakabspaltung des defibrinierten 
Blutes durch 3 Stunden, so ergibt sich, daB der Ammoniakwert in 
dieser Zeit allmahlich ansteigt und — je nach der Versuchsbedingung — 
Werte zwischen 0,2 bis 0,4 mg-°,, Ammoniak-N erreicht. Die Ammoniak- 
abspaltung erfolgt dabei in der ersten Zeit ziemlich gleichmaBig, man 
erhalt eine fast lineare Kurve, die im weiteren Verlauf einen deutlichen 
Knick aufweist und einen steileren Anstieg erkennen laBt. Untersucht 
man parallel damit Blut, dessen Glykolyse durch einen der oben- 
genannten Zusatze gehemmt wurde, so ergibt sich, daB die Ammoniak- 
abspaltung in allen diesen Versuchen gegentiber dem Kontrollblut um das 
Vielfache gesteigert ist, gleichgiiltig wie die Glykolyse gehemmt wurde 
(s. Abb. 1 bis 3). 
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Setzt man die in den Kontrollversuchen in der Versuchszeit ge- 
fundene Zunahme des Ammoniaks gleich 100, so betragt die Mehr- 
bildung an Ammoniak in den Versuchen mit Glykolysehemmung 
zwischen 300 und 800°,. 

Inwieweit steht nun die Zunahme des Ammoniaks mit der Zerstérung 
des Coferments in Zusammenhang? Wir haben diese Frage nach ver- 
schiedenen Seiten hin einer Klarung zuzufiihren getrachtet Eine 
Méglichkeit bestand darin, da} man kurvenmabig die Zunahme des 
Ammoniaks mit der Abnahme der das Coferment enthaltenden Pyro- 
phosphatfraktion vergleicht. Der- 











artige Untersuchungen wurden an i fad Versuch 22 W391 

Blut mit Fluoridzusatz bei eine beatin, ooh "2, 
endlichen Fluoridkonzentration \ ---- aay P 

von m/10 durchgefihrt. Sie er- — Pyrophosph 
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beide zeitlich zusammen. Ver- NH,- und Phosphatabspaltung unter 
sucht man rechnerisch zwischen Fluoridwirkung 


der Zunahme des anorganischen 
Phosphats und der Zunahme des Ammoniak-N eine stOchiometrische 
Beziehung zu finden, so zeigt sich, daB in einzelnen Punkten der 
Kurve ein annahernd ganzzahliges Verhaltnis erreicht wird, das in der 
Mehrzahl dem Verhaltnis von 1 Mol. N auf 1 Mol. P entspricht. Dieses 
Verhaltnis findet sich jedoch durchaus nicht in allen Punkten der 
Kurve. Bei der Komplexheit der Vorginge, die sich bei der Hemmung 
der Glykolyse durch Fluorid abspielen, bei denen Spaltung und Syn- 
these phosphorhaltiger, organischer Verbindungen nebeneinanderlaufen, 
ist eine durchgehend stimmende Bilanz auch kaum zu erwarten, 
ganz abgesehen von der zweifellos bestehenden Méglichkeit, daB das 
abgespaltene Phosphat seine Quelle auch in anderen Verbindungen 
haben kann als in der Adenylsiure. 

Der hier gefundene Parallelismus zwischen Ammoniakabspaltung 
einerseits und dem Schwund der Pyrophosphatfraktion anderseits 
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legt zumindest die Vermutung nahe, daB beide Vorgdnge miteinander 
gekoppelt sind. Kine weitere Stiitze fiir diese Annahme glauben wit 
aus folgenden Befunden ableiten zu kénnen. Nach den Untersuchungen 
von Rona und Arnheim', die wir durchaus bestatigen konnten?, laBt 
sich die durch Haémolyse aufgehobene Glykolyse durch Zusatz von Phos phat 
bzw. Bicarbonat aktivieren. Wir haben diese Reaktivierung seinerzeit 
als eine durch den Phosphat- bzw. Bicarbonatzusatz bedingte Hemmung 
der Phosphatabspaltung aus der ,,Pyrophosphatfraktion” gedeutet. 
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Hangt nun tatsdchlich die Ammoniakabspaltung mit der Zerstérung 
des Coferments zusammen, dann muBten Versuche iiber die Aktivierung 
der Glykolyse im haimolysierten Blut durch Phosphat bzw. Bicarbonat 
auch eine Hemmung der Ammoniakabspaltung gegeniiber der reinen 
Hamolyse ergeben. Das ist nun, wie Abb. 5 zeigt, tatsaichlich der Fall. 
Gegeniiber dem reinen Hamolyseversuch bleibt die Ammoniakabspaltung 
in dem Phosphat- und Bicarbonatversuch wesentlich zuriick. Wie der 
abgebildete Versuch weiter zeigt, kann die Ammoniakabspaltung 
in den Versuchen mit Phosphat und Bicarbonat sogar wesentlich hinter 
dem Kontrollversuch zuriickbleiben. Nun liegt das pa-Optimum der 
Adenylsiuredesaminase des Muskels nach den Untersuchungen von 
Schmidt? aus dem Embdenschen Institut bei einem px von 5,7 bis 6,15, 
bei pu 9 ist die Desaminase unwirksam. Nimmt man fiir die Desaminase 
der Adenylsiure der:roten Blutkérperchen die gleichen ps-Bedingungen 
an, dann finden unsere Befunde eine Erklarung in einer Hemmung der 
Desaminierung. Phosphatasehemmung auf der einen Seite, Desaminase- 


1 Diese Zeitschr. 48, 35, 1913. 
2 Ebendaselbst 231, 160, 1931. 
3 Zeitsechr. f. physiol. Chem. 179, 243, 1928. 
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hemmung auf der anderen Seite wiirden so die Zerst6rung des Coferments 
im hamolysierten Blut nach Phosphat- bzw. Bicarbonatzusatz ver- 
hindern. 

Wir moéchten nach dem Ausfall dieser Versuche glauben, daB unsere 
Annahme von der Koppelung der Ammoniakabspaltung und der Coferment- 
zerstorung eine weitere wesentliche Stiitze erhialt. 

Noch einen weiteren Beweis fiir diese Annahme glauben wir durch 
folgende Versuchsanordnung bringen zu kénnen. Bekanntlich laBt sich 
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die Glykolyse der Erythrocyten durch Sulfationen wesentlich be- 
schleunigen und zwar laBt sich, wie wir zeigen konnten, die Beschleuni- 
gung der Glykolyse auf eine durch das Sulfation bedingte Aktivierung 
des Phosphorylierungsprozesses zuriickfiihren’. Da dem Coferment 
fiir die Bildung des intermedidren Phosphorsaureesters eine wesentliche 
Rolle zukommt, schien es nicht ausgeschlossen, bei vergleichende: 
Untersuchung der Glykolyse des Blutes unter Chlorid- bzw. Sulfat 
zusatz Unterschiede in der Abspaltung des Ammoniaks zu finden 
Das ist, wie Abb. 6 ergibt, auch tatsachlich der Fall. Wir sehen in unseren 


1 Diese Zeitschr. 196, 488, 1928; 229, 328, 1930. 
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diesbeziiglichen Versuchen, in welchen die Glykolyse durch Sulfat 
beschleunigt wurde, durchgehend ein Zuriickbleiben der Ammoniak- 
abspaltung. Die Ausschlage sind zwar nicht allzu groB, betragen aber, 
bezogen auf die Zunahme in den Chloridversuchen als 100°, zwischen 
84 und 86°, liegen also sicher auBerhalb der Fehlergrenze der Methodik. 
Bei der Reproduzierbarkeit dieser Werte glauben wir uns aus dem Ausfall 
dieser Versuche zu der SchluBfolgerung berechtigt, daB die durch das 
Sulfation bedingte Beschleunigung der Glykolyse neben einer Akti- 
vierung der Phosphorylierung auch bedingt ist durch Hemmung der 
Abspaltung des Ammoniaks aus dem Coferment oder wahrscheinlicher 
durch Begiinstigung der Resynthese. 


Zur Theorie der Cofermentwirkung. 


Stellt man sich auf den Standpunkt, da fiir die Wirksamkeit 
der Adenylsiure neben der Phosphorsiure die Aminogruppe eine 
essentielle Bedeutung hat, so erhebt sich die Frage, wie das Eingreifen 
dieser Aminogruppe in den ProzeB des Hexoseabbaues vom chemischen 
Standpunkt aus zu deuten ist. Eine solche Fragestellung scheint uns, 
wenn auch ihre Beantwortung heute nur hypothetischen Charakter 
besitzen kann, um so mehr gerechtfertigt, da bereits experimentelle 
Daten vorliegen, welche uns eine chemische Vorstellung von einer der 
Wirkungen des Coferments zu vermitteln imstande sind. Wir nehmen 
heute an, dab die Wirkung des Coferments einmal in der Vermittlung 
der Phosphor ylierung der Hexose liegt. DaB in diesen ProzeB die Phosphor- 
saurereste eingreifen, geht unter anderem aus einer kurzen Mitteilung 
von Meyerhof und Lohmann! hervor, nach der die Veresterung des 
Kohlenhydrats unter gleichzeitiger Aufspaltung der Adenosintriphosphor- 
saure verlauft, die im weiteren Verlauf, beim Zerfall des Kohlenhydrats 
in Milchséure, resynthetisiert wird. Inwieweit eine derartige Phosphor- 
siureabspaltung und Resynthese sich mit einer chemischen Vorstellung 
vom Aufbau der Adenosintriphosphorsiure verbinden laBt, soll einer 
spiteren Mitteilung vorbehalten bleiben. Neben der Phosphorylierung 
scheint uns die Aufgabe des Coferments darin zu liegen, das Hexose- 
molekiil in jenen Zustand iiberzufiihren, der in weiterer Folge der 
Glykolase die Sprengung des 6-Kohlenstoffrestes in zwei 3-Kohlen- 
stoffreste (Methylgtyoxal) erméglicht. Gerade fiir diese Phase glauben 
wir die Aminogruppe der Cofermentadenylsdure heranziehen zu miissen. 
Nimmt man in der Cofermentadenylséiure zunachst einmal dieselbe 
Bindung des Kohlenhydratrestes im Purinkern an, wie sie die Levenesche 
Formel fiir den Aufbau der Nucleoside wiedergibt, so hatten wir die 


1 Naturwissensch. 19, 575, 1931. 
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NH,-Gruppe im Adenin unbesetzt. Diese NH,-Gruppe vermag zweifel- 
los in der tautomeren Imidjorm zu reagieren. 


N--C.NH, —» HN—C—-NH 


Gestiitzt auf die Befunde Anoops! tber die Synthese der Amino- 
siuren aus a-Ketosauren bzw. auf den Abbau der Aminosauren zu 
x-Ketosiuren méchten wir der Anschauung Ausdruck geben, daB die 
Imidform der Adenylséure beim Zuckerabbau einen Entzug der Elemente 
des Wassers aus dem durch die Phosphorylierung gleichsam aufgelockerten 
Hexosemolekiil bewirkt nach folgendem Schema: 


HN—C=NH + H,O —> HN—C=—0 — N=C—OH 


+ NH, + NH, 
<— < 

Das Neubergsche Schema des Hexoseabbaues verlangt als Zwischen- 
stufe vor dem Zerfall in zwei Methylglyoxal das Auftreten des Methyl- 
glyoxalaldols, das man sich aus der Hexose durch Entzug von zwei 
Molekiilen Wasser hervorgegangen denken muB. Wahrend eines dieser 
Molekiile nach obigem Schema durch die Wirkung der Adenylsaure 
in ihrer Imidform entzogen wird, kénnte beim physiologischen Abbau 
das zweite Molekiil derart austreten, daB der Phosphorsiurerest des 
physiologischen Zwischenproduktes unter Austritt der Elemente des 
Wassers abgespalten wird. Wir kamen dann zu folgendem Schema, 
in dem wir willkirlich den physiologischen Ester in der offenen Ketten- 
form als Aldohexose mit dem Phosphorsdurerest in Stellung 5 annehmen. 


oO oO! oO 


Cz HN—C—NH CH Cz 
H ~H  9—c_NH H 
CHOH COH COH 
Adenylsiure T NH; 
CHOH — CH + Inosinsdure — CH, 
} + 
CHOH CHOH CZ 
OH OH H 
C8. 0.70 COH O=—P OH COH 
OH OH 
CH, OH CHy CH, 


In analoger Weise laBt sich durch Abspaltung der beiden Phosphor- 
siurereste die Entstehung des Methylglyoxalaldols aus dem Hezose- 
diphosphat und weiter die Anhiufung von Methylglyoxal bei Hemmung 
der Glykolyse = Cofermentzerstérung erklaren. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 146, 227, 1925 u. ff. 
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Nach dieser Vorstellung ware die Abspaltung des Ammoniaks 
aus der Adenylsiure beim Hexoseabbau ein zwangslaiufiger Vorgang, 
der jedoch unter physiologischen Bedingungen nicht in Erscheinung 
tritt, da Ammoniakabspaltung und Resynthese gleichen Schritt halten. 
Die Ammoniakanhaufung, die wir beispielsweise bei der Ermiidung 
des Muskels finden, ware so nichts anderes, als eine Stérung der Re- 
synthese, die ihrerseits wieder ihren Ausdruck in der Herabsetzung 
des glykolytischen Vermégens des Muskels findet. 


Sind wir nun zu einer derartigen Annahme tiber die Wirksamkeit 
der NH,-Gruppe im Coferment berechtigt ? Wir glauben, diese Frage 
bejahen zu dirfen, und méchten in diesem Zusammenhang zuniachst 
auf eine alte Arbeit von Batelli und Stern! verweisen, nach der es gelingt, 
die Atmung und mit der Atmung auch den Kohlenhydratumsatz aus- 
gewaschener, das ist cofermentfreier Muskulatur durch Zusatz von 
p-Phenylendiamin zu reaktivieren. Abgesehen von dem innigen Zu- 
sammenhang zwischen Atmung und Kohlenhydratumsatz bzw. nach 
unserer Auffassung zwischen Atmung und Coferment*. auf den diese 
Versuche hinweisen, geht aus ihnen einwandfrei hervor, daB sich bis 
zu einem gewissen Grade die Adenylsiure des Coferments durch 
eine andere, der Imidbildung befahigte Verbindung, ersetzen 1laBt. 
Zeigen die Befunde von Batelli und Stern prinzipiell die Méglichkeit, 
das Coferment durch Verbindungen ahnlicher Reaktionsfahigkeit zu 
ersetzen, so bringen Untersuchungen von Spoehr und Strain’, wie 
wir glauben, den Beweis fiir unsere Anschauung im Modellversuch. 
Ist es doch den beiden Amerikanern gegliickt, zu zeigen, dab 
eine ganze Reihe von aromatischen Aminen, und zwar durchgehend 
soleche, bei denen eine Imidbildung méglich ist, Glycerinaldehyd 
durch Entzug der Elemente des Wassers in Methylglyoxal iiberfiihren, 
unter Bedingungen, die denen mancher fermentativer Umsetzungen 
nahestehen. 


Auch hier muB man wohl die Wirkung der Amine in dem von 
uns fiir das Adenin ausgesprochenen Sinne suchen. Eine weitere Be- 
stitigung unserer Anschauung méchten wir in den Ergebnissen von 
Zuckerkandl und Klebermass-Messiner* erblicken, denen es gelungen 
ist, durch Zusatz von Paraphenylendiamin, Tyrosin und eines Amino- 
thiotriazols die durch Jodessigsiure bewirkte Cofermentschadigung 


der Hefe zu paralysieren. 


1 Diese Zeitschr. 46, 317, 1912. 

2 Vgl. dazu diese Zeitschr. 2381, 158. 1931. 
3 Journ. of biol. Chem. 89, 527, 1930. 

‘ Diese Zeitschr. 2389, 172, 1931. 
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Zusammenfassung. 


1. Hemmung der Glykolyse des Blutes durch Jodessigsaure bzw. 
Bromessigsiure, Fluorid und Hiamolyse bewirkt gegenitiber den Kon- 
trollen in der Versuchszeit von 3 Stunden eine wesentlich stdrkere 
Abspaltung des Ammoniaks, die gegeniiber den Kontrollen 300 bis 
800°, betragt. 


2. Zwischen der Abspaltung des Ammoniaks und der Aufspaltung 
der das Coferment einschlieBenden ,,Pyrophosphatfraktion™ besteht 
ein weitgehender Parallelismus. Der abgespaltene Ammoniak-N steht 
zu dem freiwerdenden Phosphor bei kurvenmabiger Verfolgung der 
Versuche in der Mehrzahl der Faille im Verhaltnis 1: 1. 

3. Aktivierung der Glykolyse des hamolysierten Blutes durch 
Phosphat- bzw. Bicarbonatzusatz bewirkt ein wesentliches Zuriickbleiben 
der Ammoniakabspaltung gegeniiber den Kontrollversuchen mit 
Haimolyse allein. 

4. Aus den Ergebnissen wird der SchluB gezogen, daB die Am- 
moniakabspaltung fiir die Inaktivierung des Coferments mitverantwortlich 
ist. Es wird der Versuch unternommen, auf Grund der bisher vor- 
liegenden experimentellen Ergebnisse ein Schema der Cofermentwirkung, 
soweit sie an die NH,-Gruppe der Adenylsiure gebunden ist, auf- 
zustellen. 

Auszug aus den Versuchsprotokollen. 


Samtliche Werte sind auf 100 cem unverdiinntes Blut{gerechnet. 


Versuch 18. 


Kurve der NH,-Abspaltung im defibrinierten Normalblut. 5eem Blut 
3cem 0.9°,ige NaCl-Lésung. 





Zeit in Minuten: 0 0) 60 w 120 180 
mg-"/5 NHs-N . . 0.116 0,155 0.191 0,291 0.388 0.518 


Versuch 4 


EinfluB von Jodessigsdure auf die Ammoniakabspaltung. Die Ansatze 
} 
enthalten je 8cem defibriniertes Vollblut, ferne: 





a) Kontrolle: 2cem 9.9°,ige Kochsalzlésung, 
b) Versuch: 2 .. m/10 Jodessigséurelésung, isosmotisch. 
‘ Kontrolle Versucl 
Zeit on i 
NH,-N N Hg-N 
Min mg-° , mg- 
0) 0,134 0.300 


LSO 0.300 1.000 
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Versuch 5. 


EinfluB von Jodessigsdure und Fluorid auf die NH,-Abspaltung. Saémtliche 
Ansaétze enthalten 8 ccm Blut, ferner 


a) Kontrolle: 2 cem 0,9° ige Kochsalzlésung, 





b) Versuch: 2 ,, isosmotischer m/10 Jodessigséurelésung, 

ce) Versuch: 2 ,, m/10 Natriumfluoridlésung, isosmotisch. 
c Kontrolle Versuch b Versuch c¢ 
Zeit . — ——s ine = 

NH -N Blutzucker NH3-N Blutzucker NH,-N Blutzucker 

Min mg-°?/» mg-° 5 mg- mg-°/5 ng-' mg-° 9 

0 0,137 91 0.276 94 0,266 94 
180) 0,240 71 0.815 94 1,066 95 


Versuch h. 
In sémtlichen Ansaétzen 8 ccm defibriniertes 


Vollblut, ferner 


Bromessigsadure und Fluorid. 


a) Kontrolle: 2 cem 0,9°% ige NaCl-Lésung, 
b) Versuch: 2 ,, isosmotischer m/10 Bromessigsaéurelésung, 


c) Versuch: 2 ,, isosmotischer m/10 Na,F,-Lésung. 





Kontrolle Versuch b 


Versuch ¢ 


Zeit 
NH,-N Blutzucker NH,-N Blutzucker N H3-N Blutzucke1 
Min mg-°/5 mg-° mg-9 5 mg-°!> mg-‘ mg-° 
0 0,030 138 0,185 138 0.200 137 
180 0.200 79 0.635 139 1,000 137 


Versuch 7. 


EinfluB von Hdmolyse bzw. Hdmolysephosphat auf die NH,-Abspaltung. 


S$ ccm 


Vollblut, defibriniert, 
..  Vollblut, 


.. Vollblut, 10 cem Wasser, nach Eintritt 
Haémolyse Zusatz von 2 ccm m/3 Phosphat. 


12 cem Wasser. 


dei 


PH 7.6. 





a) Kontrolle: 

b) Versuch: 8 

c) Versuch: 8 
Zeit 
Min. 


180 





Kontrolle Versuch b Versuch ¢ 


NH,-N N H,-N N Hy-N 
mg-° mg-°), mg-° 

0,062 0,222 0,171 
0,250 0.833 0.400 
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Versuch 8. 
Hdmolyse, Hamolyse +- Phosphat, Hamolyse Bicarbonat 
a) Kontrolle: 6 cem defibriniertes Vollblut, 
b) Versuch: 6 ,,  Vollblut, 14 ccm Wasser, 
c) Versuch: 6 = ., Vollblut, 12 cem Wasser, 2 ccm m,3 Phosphat 
pu 7.6. 


d) Versuch: 6 ,, Blut, 12 cem Wasser, 2 ccm Bicarbonat, py 8,2 





z Kontrolle Versuch b Versuch ¢ Versuch d 
vet 
NH.-N Blutzucker  NH,-N~ Bluatzucker NH,-N Blutzucker NH ,-N_ Blutzucke 
Min mg- mg-° » mg- mg-° mg-° mg mg mg- 
0 0,200 122 0,202 120 0,206 120 0,216 120 
180) 0.285 50 0.645 120 0.295 107 0.480 an 


Versuch 9. 
Hadamolyse, Hdmol yse Phosphat, Hadamol ys¢ Bicarbonat 
Samtliche Ans&étze enthalten 6 ccm defibriniertes Blut, ferne: 
a) Kontrolle: 14 eem 0,9°,ige NaCl-Lésung. 
b) Versuch: 14 ,, Wasser, 
ec) Versuch: 12 ,, Wasser, 2cem m/3 Phousphat, px 7.6, 


d) Versuch: 12 ,, Wasser, 2cem Bicarbonat, py 8,2 





Zeit Kontrolle Versuch b Versuch Versuch d 
NH,-N NH,-N NH,-N NH,-N 
Min mg- mg-° ng- my 
0 0.167 0.320 0.290 0.293 
180 0.433 0.740 0.370 0.350 


Versuche iibe! 
\mmoniakabspaltung und Phosphorséaureumsatz 


In sémtlichen Versuchen wurde das Blut aus der Vene direkt in mit 
5cem | mol. Natriumfluoridlésung beschickten MeBkélbchen von 50 cen 


bis zur Marke einflieBen gelassen. Endliche Fluoridkonzentration m/10) 


Versuch 10. 





Anorganische 


Zeit Ammoniak Phosphor Pyrophosphat Blutzuck« 
Min mg-°/, NH,-N mg-° 5 P mg P mg 
0 0.143 3,12 8.138 249 
30 0,244 3.33 6,37 
69 0,280 3,71 5.81 244 
90 0,732 4,29 5,84 
120 0.809 4.49 3.04 D4} 
LS0 1,100 5,21 1,82 245 
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Versuch 11. 





Anorganischer 


Zeit Ammoniak Phosphor Blutzucker 
Min mg-°'> NH g-N mg-°/, P mg-° 
0 0,047 3,62 127 
30 0.102 3.72 
60 0,297 4,14 
90 0,404 4,76 
120 0,586 5,07 
180 0.880 5.91 124 


Versuch 12. 





Anorganischer 


Zeit Ammoniak Phosphor Pyrophosphat Blutzucker 
Min mg-° 9 NH 3-N mg-°\9 P mg-° 9 P mg-° 
0) 0,055 3,33 8,06 107 
30 0,313 3,78 5,92 
60 0,550 4,19 4,91 
90 0,586 4,51 3,44 
120 0,676 5,24 2.69 
180 0,976 6,33 1,37 105 


NH,-Abspaltung bei Glykolyse unter Sulfat- bzw. Chlorid- 
wirkung. 

Die Ansi&étze enthalten jeweils 25ccm defibriniertes Vollblut und 
5cem isosmotischer Natriumsulfat- bzw. 5cem 0,9°,ige Natriumchlorid- 
losung. 

Versuch 15. 








a) Sulfat b) Chlorid 
Zeit a a 
NH,-N anorg. P Blutzucker NH,-N anorg. P Blutzucker 
Min. mg-°\9 mg-° 9 mg-°/5 mg-° ¢ mg-°/o mg-°!o 
*) 0,077 2.83 131 0,086 2,75 134 
90 0,194 1,67 0,212 1.99 
180 0,300 42 74 0.345 1,50 100 
Versuch 17. 
a) Sulfat b) Chlorid 
Zeit ——--- —-—- - ---— 
N Hg-N anorg. P Blutzucker NH;-N anorg. P Blutzucke 
Min mg-° mg-°); mg-?/, mg-°); mg-°'9 mg-°! 
0 0.064 3.28 146 0,066 3,28 145 
30 0.078 0,105 
60 0,109 0,141 
“90 0,233 0,241 
120 0.310 0,328 


180 0.400 1.60 67 0.468 1,91 95 











Die direkte Veratmung von Zucker durch Hefen. 


Von 
Kurt Trautwein und Karl Weigand. 


(Aus dem Institut fiir theoretische Garungsphysiologie der Technischen 
Hochschule Miinchen in Weihenstephan.) 


(Eingegangen am 3. August 1931.) 


In einer friiheren Arbeit! wurde gezeigt, dal} bei ober- und unter- 
garigen Bierhefen durch eine Veranderung der Reaktion der Garfliissig- 
keit Saccharose - Phosphatlésung der energetische Stoffwechsel 
beeinfluBt werden kann. In dem px- Bereich 8 bis 11 wird die 
alkoholische Gdrung vollkommen unterdriickt, waihrend die Atmung 
fortbesteht. Kohlensdiure entsteht in diesem Falle nur so viel, als 
unter Zugrundelegung eines respiratorischen Quotienten 1 dem 
veratmeten Sauerstoff entspricht. 

Diese Beobachtung kann so gedeutet werden, daB unter den an- 
gewandten Versuchsbedingungen: kleine Hefemengen, alkalische Reaktion, 
kurze Versuchszeiten, die vierte oder fiinfte Vergirungsform Neubergs 
bzw. beide nebeneinander auftreten. Beide Prozesse verlaufen ohne 
Alkohol- und Kohlensaurebildung, ihre Endprodukte sind Brenz- 
traubenséure, Glycerin und Methylglyoxal. Es ware denkbar, daB 
in unserem Falle diese in einer ersten Phase vorgebildeten Endprodukte 
im zweiten Abschnitt des Stoffwechsels der Oxydation anheimfallen. 

Man kann aber auch eine direkte Oxydation des Zuckers annehmen, 
die ohne vorausgegangene Spaltung des Kohlenhydrats erfolgt. Diese 
Annahme widerspricht allerdings unserer heutigen Vorstellung tiber 
den Chemismus der Atmung, die fiir diesen ProzeB zwei Phasen postuliert : 
eine (anaerobe) Gairungsphase, in der der Zucker aufgespalten wird 
und eine eigentliche (aerobe) Atmungsphase, bei der das aufbereitete 
Kohlenhydrat zu Kohlensaiure und Wasser oxydiert wird. Doch neuer- 
dings werden immer mehr Stimmen laut, die neben der P/fliigerschen 
Deutung des Zusammenhangs von Gairung und Atmung auch der 
Méglichkeit einer direkten Zuckeroxydation das Wort sprechen. 


1 K. Trautwein u. Jos. Wassermann, diese Zeitschr. 286, 35, 1931. 
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So vertritt Boysen Jensen die Anschauung, dals Atmung und Garung 
nicht immer notwendig verkettet sein miissen und stitzt sich dabei unter 
anderem auf Bestimmungen des Quotienten J N. der z. B. bei Schimmel- 
pilzen so niedrig ist, daB die bei der ,,intramolekularen Atmung* gebildeten 
Produkte fiir die normale Atmung nicht ausreichen. D. Miiller? hat bei 
Aspergillus niger das Vorhandensein einer direkten Oxydation des Zuckers 
wahrscheinlich gemacht. Er konnte in dem Pilz neben Glykoseoxydase 
ein Enzym nachweisen, das er Maltoseoxydase nennt und das die Eigenschaft 
hesitzt, Maltose ohne vorhergehende Hydrolysierung direkt zu oxydieren. 
Neuerdings konnte EB. Lundsgaard * durch Behandlung von Hefe mit Mono- 
jodessigséure die Géarung selir stark herabdriicken, ohne da®B dadurch die 
Atmung wesentlich verandert wurde. Diese Feststellung wurde vor kurzem 
von P. Boysen Jensen* bestatigt und vertieft. 

Angesichts dieser Befunde glauben wir auch die Beobachtungen 
von K. Trautwein und J. Wassermann im Sinne einer direkten Oxydation 
des Zuckers deuten zu miissen. Ein bindender Beweis ware durch eine 
Stoffwechselbilanz und einen eventuellen Nachweis von Zwischen- 
produkten zu stiitzen. Dieses ist jedoch sehr schwierig durchzufiihren, 
da bei den angewandten Versuchsbedingungen: 2cem Gdrflissigkeit, 
1 bis 2 mg Hefetrockensubstanz, die Umsitze quantitativ so gering sind, 
daB sie chemisch-analytisch kaum zu erfassen sind, zumal ein Teil des 
Zuckers von den Zellen assimiliert wird und wir fiir die GréBe dieses 
Baustoffwechsels kein sicheres MaB haben. 

Wir suchten daher auf einem anderen Wege zum Ziele zu kommen, 
d. h. zu zeigen, daB eine direkte Oxydation des Zuckers bei der Atmung 
von Hefen vorkommen kann. Wichtig erschien uns dabei, die Hefe 
unter normalen Lebensbedingungen zu halten und sie nicht zu ver- 
giften, wie das bei Anwendung von Monojodessigséure nach FE. Lunds- 
gaard und auch bei zu hohen OH’-Konzentrationen nach K. Trautwein 
und J. Wassermann der Fall ist. Wir kennen Hefen, die nur Mono- 
saecharide, nicht aber Disaccharide vergiren kénnen, weil ihnen das 
entsprechende hydrolysierende Ferment fehlt. Dazu gehéren z. B. 
Saccharomyces Marxianus und S. exiguus (Reess-Hansen), Angehérige 
der zweiten Untergruppe der Gattung Saccharomyces (Meyen), die 
Dextrose, nicht aber Maltose alkoholisch vergiren. In Schizosaccharom yces 
octosporus (Beijerinck) haben wir einen Vertreter, der wohl Dextrose 
und Lavulose, aber nicht Saccharose vergiren kann. Gelingt es, zu 
zeigen, daB diese Pilze die Biosen, die infolge des Fehlens von Maltase 
bzw. Saccharase fiir die Zymase unangreifbar sind, veratmen kénnen, 
so ist der Beweis geliefert, daB der OxydationsprozeB der Atmung 


1 P. Bofisen Jensen, Kgi. Danske Vidensk. Selskap. Biol. Medd. 4, 1, 
Kopenhagen 1923. 

2 D. Miiller, diese Zeitschr. 232, 433, 1931. 

3 FE. Lundsqaard, ebendaselbst 220, 1, 1930. 

' P. Boysen Jensen, ebendaselbst 236, 211, 1931. 
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schon am Disaccharid einsetzen kann, zum mindesten an einer Stufe, 
wo eine alkoholische Garung noch gar nicht eingeleitet sein kann. Wir 
werden im nachfolgenden sehen, daB uns dieser Versuch gegliickt ist. 


Methodik. 


Die oben genannten drei Hefen entstammten der Sammlung unseres 
Instituts und waren AbkOmmlinge von Einzellkulturen. Sie wurden zum 


Teil in 10°. iger Bierwiirze, zum Teil in 5°,igem Saccharosehefewasset 
geziichtet. Die Kulturen waren jeweils drei Tage alt. Vor dem Versuch 
wurde die Nahrfliissigkeit abgegossen. der Bodensatz zentrifugiert und das 


~~ 0 


Zentrifugat in 0,75°.iger Monokaliumphosphatlésung mittels dreimaligen 
Zentrifugierens ausgewaschen. Von der auf diese Weise gereinigten Hefe 
kam fiir je einen Versuch eine Menge. die einem Trockensubstanzgew icht 
von 0,3 bis | mg entsprach, zur Verwendung. Die Atmung und die meist 
gleichzeitig festgestellte Garung wurde in 2 ccm Zuckerphosphatlésung 
mittels Barcroft-Apparatur manometrisch gemessen. Die Lésung hatte 
folgende Zusammensetzung: 0,75 g Monokaliumphosphat, 10g Maltose 
bzw. Saccharose, LOO cem doppeltdestilliertes Wasser. Wahrend des Versuchs 
wurden die .,Garkélbchen** in einem Warburgschen Wasserthermostaten 
geschiittelt. Die Versuchstemperatur betrug 28°C, die Versuchszeit einige 
Stunden. Einzelheiten tiber die Methode findet man bei A. Trautwein und 


PF Wasse reann 1, 


Versuche mit S. Marxianus. 


Siehe Tabelle I. Von einer Hefemenge, die ein Trockengewicht 
von 0,3 mg besaB, wurde die ,,Selbstatmung* (Stab 1) und die Atmung 
in Maltose-Phosphatlésung (Stab II bis I11) gemessen. Unter Selbst- 
atmung verstehen wir die Atmung in Phosphatlésung ohne Zucker. 
Sie stellt also die Atmung dar, die nicht auf Kosten des Zuckers der 
Suspensionsfliissigkeit erfolgt, sondern zuriickzufiihren ist auf die 
Oxydation von bereits in der Zelle vorhandenen Depots an Atmungs- 
material. Die Atmungsgré8e ist in Kubikmillimeter O,, reduziert auf 
760 mm Hg und 0° C, angegeben. Wir vergewisserten uns auch noch 
einmal iiber die fehlende Vergairung von Maltose (Stab- IV). Hier sind 
lediglich die Manometerausschlige verzeichnet, eine Umrechnung auf 
Kubikmillimeter Gas fand nicht statt. Die Tabelle enthalt auch eine 
Wiederholung des Versuchs mit einer anderen Hefekultur, wobei das 
angewandte Hefetrockengewicht gleichfalls 0,3 mg betrug. 


Aus dem Versuch geht klar hervor, daB trotz fehlender Vergirung 
von Maltose eine lebhafte Atmung stattfindet. Diese ist nicht auf 
Selbstatmung und somit auf ein unkontrollierbares Atmungsmaterial 
zuruckzufiihren, denn die Atmungsgr6Be in Zuckerlésung ist bedeutend 
héher als die Selbstatmung. Dazu kommt, daB in beiden Versuchen 
die Selbstatmung nach 3 Stunden erloschen ist, wahrend die ,.Zucker- 

1 K. Trautwein u. J. Wassermann, diese Zeitschr. 229, 128, 1930. 
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Tabelle I. 


Verwendete Hefemenge: 0,3 mg Trockensubstanz. 





I I Ill IV 

Girungsversuch : 

Og veratmet in Maltoselisung Ausschlage des 
Manometers 


Zeit O» veratmet in 
Phosphatlisung 


Std emm emm mm 
1 10,8 22,6 25,5 — 3 
2 18,2 57,8 63,5 — 12,5 
3 18,9 95,2 102,8 — 16,5 
4 20,9 131,8 140,1 — 18,5 
5 20,9 | 157,2 164,2 21 
Wiederholung: Verwendete Hefemenge: 0,3 mg Trockensubstanz. 

l 14,1 23,8 25,7 — 05 
2 16,2 50,4 54,7 — 25 
3 24,7 95,8 104,6 — 12,5 
4 28,9 136,1 145,1 — 138 
5 28,9 164,9 170,8 — 14,5 


atmung noch unvermindert weiter besteht. In der Tabelle mag auf- 
fallen, daB im Garversuch negative Manometerausschlage vorgetragen 
sind. Erklirung: Die Garversuche fanden in normaler O,-haltiger 
Atmosphare statt, so daB dort neben Garung auch Atmung vorhanden 
war. Der respiratorische Quotient bei Hefe ist, wie schon wiederholt 
festgestellt wurde, annahernd = 1. Es tritt dabei also ebensoviel 
Kohlensaure auf als Sauerstoff verbraucht wird. Nunist der Bunsensche 
Absorptionskoeffizient von CO, héher als der von O,. Werden aber 
gréBere Mengen CO, als O, in der Fliissigkeit retiniert, so fiihrt dieses 
bei gleichen Volumina der beiden Gase zu negativen Manometer- 
ausschlagen. Unter Zugrundelegung der Atmungswerte (Stab IT 
und III) konnten die negativen Werte des Garversuchs rechnerisch 
kontrolliert werden. 

Es war von Interesse, die Atmungsgr6Ben in der unvergdrbaren 
Maltoselisung mit den in der vergarbaren Dextroselésung zu vergleichen. 
Wie Tabelle II in zwei verschiedenen Versuchen lehrt, bleibt die Ver- 
atmung der Maltose nicht nur nicht hinter der von Dextrose zuriick, 
sondern es hat sogar den Anschein, als ob Maltose etwas leichter als 
Dextrose oxydiert wird. 


Ehe die manometrischen Ablesungen von Atmung und Garung 
vorgenommen wurden, wurde jeweils ungefahr '/, Stunde bis zum 
Temperatur- und Gasgleichgewichtaustausch geschiittelt. Auch die 
Vorbereitung des Versuchs nahm einige Minuten in Anspruch. Es war 
daher denkbar, da in dieser der Beobachtung vorausgehenden Zeit 
ein kurzer Garungsstoffwechsel stattfand, der uns entging. Das war 
in der Tat der Fall, wie wir uns durch eine Versuchsanordnung, bei der 
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die Zuckerlésung erst im Thermostaten nach Temperaturausgleich 
eingekippt wurde, iiberzeugen konnten. Wir stellten dabei 10,9 bzw. in 
einem zweiten Versuch 11,3cmm Géarungskohlensdure fiir 0,5 mg 
Hefetrockensubstanz fest. Davon waren 1,5cmm auf Selbstgarung 
(in zuckerfreier Phosphatlésung) zuriickzufiihren. Die geringe Garung 
kann auf eine Verunreinigung der verwendeten Maltose (Merck) oder 
auf unvollkommene Auswaschung des Hefematerials zuriickgefiihrt 
werden. 
Tabelle II. 


Verwendete Hefemenge: 0.4 mg Trockensubstanz. 








I II lll I\ 
Ze it Oo rs ; = : : ; ot 
2 veratmet in ) _ 4 \ salis Oy». veratmet in 
Phosphatlésung O veratmet in Maltoselisung Dextroseliésung 
Std emm emm emm 
10,2 32,6 35,3 27.4 
2 15,6 76,2 83,5 59.2 


Wiederholung: Angewendete Hefemenge: 0,2 mg Trockensubstanz. 


1 2,7 9,1 11,9 10,8 
2 6,8 25,2 28,7 30,3 
3 8,8 45,5 55,3 56,9 


Diese Beobachtung veranlaBte uns, nachzupriifen, ob die in Maltose- 
lésung festgestellten Atmungsgr6éBen nicht etwa nur auf eine Veratmung 
des bei diesem kurzen GarprozeB erzeugten Alkohols zuriickzufiihren 
sind, so daB also eine direkte Oxydation des Zuckers nur vorgetauscht 
werden kénnte. Diese Befiirchtung erwies sich als nicht begriindet, 
wie folgender Versuch beweist. 


Bei diesem Versuch, bei dem die Zuckerlésung, wie im voraus- 
gehenden Falle, nachtraglich eingekippt wurde, wurde die Hefe in 
Saccharose-Hefewasserlésung geziichtet. Es sollte dadurch der Ver- 
unreinigung des Hefematerials mit Spuren vergairbaren Zuckers aus 
der Kulturfliissigkeit vorgebeugt werden, so daB als Girmaterial nur 
die Verunreinigung des Maltosepraparats iibrig blieb. 


Tabelle ITI. 


Verwendete Hefemenge: 0,5 mg Trockensubstanz 





I II Il I\ \ VI 


Garwerte ir 
Phosphat- 


Zeit Og veratmet 


: Oy, veratmet it 
in Phosphat- ‘ 


Garwerte in 


ldsung Maltoseliésung lisung Maltoselisung 
Std. emm emm emm emm 
My 14,9 26,1 25.0 1.5 0.8 0,7 
1 22,3 58.0 55.4 4.5 24 2.9 











| 
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Aus Tabelle III geht hervor, daB durch diese MaBnahme die Garung 
ganz bedeutend heruntergesetzt werden konnte. Sie betrug in einem 
Falle nur mehr 0,8 cmm, im anderen blieb sie ganz aus. 

Diesen 0,8cmm CQO, entsprechen gemaB der Gay-Lussacschen 
Gleichung 0,0017 mg C,H,OH. 

Zur Oxydation dieses Alkohols sind 0,0035 mg O, nétig. Die 
Atmungs messung ergab jedoch einen Verbrauch von 58,0 bzw. 55,4 cmm 
O, = 0,083 bzw. 0,079 mg O,. Der Sauerstoffverbrauch war also in 
der Zuckerlésung um ein Vielfaches héher als zu einer eventuellen 
Oxydation des Alkohols benétigt wiirde. Zu erwaihnen ware noch, 
daB unter den hier angewandten px-K H’-lonenkonzentrationen (Mono- 
kaliumphosphatzuckerlésung) eine andere Vergérungsform nicht wahr- 
scheinlich ist, jedenfalls nicht indem Ausma, daB unsere Beobachtungen 
mit ihr erklart werden kénnten. 


Versuche mit S. exiqguus. 

Um zu zeigen, daB diese direkte Oxydation der Maltose nicht an 
einen einzelnen Hefepilz gekniipft ist, wurden ganz analoge Versuche 
auch mit 8. exiguus ausgefiihrt. Um Raum zu sparen, geben wir hier 
nur zwei Versuchsreihen wieder. Sie bestaétigen im Prinzip die Beob- 
achtungen bei S. Marxianus. Es ist Sauerstoffatmung vorhanden, 
ohne daB das Disaccharid vergoren oder merklich vergoren wird. 
Besonders auffallend ist hier das starke Zuriickbleiben der Atmungs- 
gréBen in Dextroselésung gegeniiber der in Maltoselésung. 


Tabelle IV. 


Verwendete Hefemenge: 0,3 mg Trockensubstanz. 





I Il Ill IV V VI 
Ze Og veratmet : “~~ Op» veratmet Garversuche in Maltose- 
Zeit in Phosphat- ‘i. it ame - in Dextrose- ljsung. Ausschlage der 
lisung MEIOSHISENE lisung Manometer 

Std. emm emm emm mm 

1 0 5,6 6,9 2,9 + 6 +6 

2 1.3 13,0 12,4 5,0 + 6 +6 

3 0 22.4 22,8 7,2 + 35 + 3,5 

4 0 31,7 31,1 10,8 15 0.5 

Wiederholung: Verwendete Hefemenge: 1 mg Trockensubstanz. 

1 10,4 25,4 25,9 12,0 0,5 

2 17,6 60,5 62,3 27,0 16,5 

3 24,0 102,1 104,3 42.0 34,5 

4 25,6 151,5 154,7 58,5 49,5 


Versuche mit. Schizosaccharomyces octosporus. 


An dieser Hefe sollte festgestellt werden, ob die direkte Zucker- 
veratmung auch bei einem Pilz zu finden ist, dem das Hydrolysierungs- 
ferment fiir Saccharose fehlt. Wie Tabelle V zeigt, ist das in wber- 
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zeugender Weise nicht nachzuweisen. Es tritt wohl eine schwache 
Veratmung der Biose auf, allein sie bleibt stark hinter der von Dextrose 
zurick, so daB uns hier der SchluB auf eine direkte Oxydation der 
Saccharose nicht gerechtfertigt erscheint. In Spalte V und VI bleiben 
dieses Mal die Manometerausschlige konstant, eine Tatsache, die gleich- 
falls auf eine fehlende Veratmung hinweist. 


Tabelle V. 


Angewendete Hefemenge: 0.8 mg Trockensubstanz. 





I Il Ill IV \ VI 
Zeit O» veratmet — , Og veratmet Girungsversuche in 
; in Phosphat- Gatch aliens in Dextrose- Saccharoselisung, Aus 
lisung _ - = lisung schlage der Manometer 
Std emm emm emm mm 
1 0.5 4,8 1,4 13,0 0 2 
2 0 54 0 25,9 0.5 2 
3 0 8,8 0 39,6 1,0 2 
Wiederholung: Angewendete Hefemenge: 0,9 mg Trockensubstanz. 
1 1,4 2,0 3,4 11,5 0 
2 + 0,7 6,1 4,7 27,4 0 
Zusammenfassung. 


S. Marxianus und 8. exiguus, Hefen, die infolge Fehlens des hydro- 
lysierenden Ferments Maltase, die Biose Maltose nicht vergiren, kénnen 
diesen Zucker im AtmungsprozeB oxydieren. Die dabei beobachteten 
AtmungsgréBen sind ganz normal. Sie sind so hoch wie bei der vergiir- 
baren Dextrose. Daraus geht hervor, daB von Hefen Zucker ohne 
vorausgegangene Giarung direkt veratmet werden kann. Atmung und 
Garung muB nicht immer notwendig verkettet sein. 

Bei Schizosaccharomyces octosporus, dem das Garungsvermégen 
gegeniiber Saccharose fehlt, konnte eine Veratmung dieses Disaccharides 
nicht festgestellt werden. Bei ihm konnte also der Beweis einer direkten 
Zuckerveratmung nicht erbracht werden. 











Uber einen die Diazoreaktion gebenden Bestandteil des Blutes. 


Von 
A. Friedrich und A. Leimdiérfer. 
Unter Mitarbeit von Annemarie Kulka. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie und dem physiologischen 
Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 3. August 1931.) 


A. Leimdorjer hat in seinen friiheren Mitteilungen! iiber einen die 
Diazoreaktion gebenden Bestandteil des Blutes berichtet. Das Gelingen 
dieser Reaktion ist in erster Linie davon abhangig, dab die EnteiweiBung 
des Blutes nicht mit Schwermetallsalzen, sondern n/100 Essigsaure 
durehgefiihrt wird. Man erhalt dabei eine klare, wasserige Lésung 
von gelber Farbe, welche nach Zusatz der Diazoreagenzien I und II 
und nachtraglichem Zusatz von starker Kali- oder Natronlauge eine 
tiefe, rubinrote Farbung gibt. Wie diese Untersuchungen weiter zeigten, 
ist die Reaktion durch die Bestandteile der Blutkérperchenfraktion, 
nicht durch das Blutplasma bedingt. Nur dann, wenn das Plasma 
himolytisch ist, gibt es auch eine positive Diazoreaktion. 

Zur chemischen Charakterisierung dieses Stoffes wurde seinerzeit 
die ‘Isolierung desselben durch Fallung als Chlorcadmiumsalz als gang- 
barster Weg eingeschlagen. Aus den analytischen Daten dieses Salzes 
geht jedoch hervor, daB es sich um keine chemische Verbindung, sondern 
um eine Komplexverbindung handeln kénnte. Auch die Méglichkeit 
eines Gemenges der beiden Stoffe ist in Betracht zu ziehen, da die 
Menge der organischen Substanz im Verhaltnis zum Cadmiumchlorid 
verschwindend gering ist. 

Nachdem durch dieses Ergebnis ein weiterer Fortschritt in dieser 
Richtung nicht zu gewartigen war, wurde in vorliegender Untersuchung 
die chemische Bearbeitung der Fragestellung von neuen Gesichts- 
punkten aus it, Angriff genommen. 

Als Ausgangsmaterial dienten je 4 Liter Pferdeblut, aus welchem 
die Blutkérperchen durch Filtration abgetrennt wurden. Der Blut- 


1 Diese Zeitschr. 149, 513, 1924. 
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kérperchenbrei wurde dann mit dem fiinffachen Volumen n/100 Essig- 
sdure aufgeschwemmt, zum Sieden erhitzt und vom Eiwei8 abfiltriert. 
Das klare, griinlichgelbe Filtrat wurde auf 100 ccm eingeengt. Dabei 
kam ein braunes huminartiges Material zur Ausscheidung. Das aus 
4 Liter Pferdeblut stammende Filtrat wurde genau auf 400 ccm mit 
Wasser verdiinnt, wobei eine weitere Menge des huminartigen Materials 
zur Abscheidung kam. Die klar filtrierte gelbbraune Lésung, von 
welcher 100 ccm 1 Liter Blut entsprechen, diente als Ausgangslésung 
fiir samtliche Versuche und wird der Einfachheit halber als ,,Urlésung* 
bezeichnet. 
Der Farbstoff. 

Der naheliegendste Weg fiir die Untersuchung war die Isolierung 
des Farbstoffs, um aus dessen Komponenten direkt auf die fragliche 
Substanz schlieBen zu kénnen. Die Urlésung gibt mit Diazoreagens | 
und II versetzt, nach weiterem Zusatz von 30°,iger Alkalilauge eine 
tiefrote Farbung, welche beim Stehen zunimmt. Nach einiger Zeit 
scheidet sich beim Stehen ein rotvioletter Kérper ab. Die nahere 
Untersuchung hat jedoch gezeigt, daB es sich nicht um den ausgefallenen 
Farbstoff, sondern um einen Phosphat-Eisenniederschlag handelt, 
welcher angefarbt wurde und sich ohne weiteres wieder auswaschen 
lieB. Wurde die Urlésung von vornherein mit Ammoniak versetzt, 
der Niederschlag abzentrifugiert und dann in der klaren Lésung die 
Diazoreaktion ausgefiikrt, so bleibt die tiefrote Lésung vollkommen klar. 

Die Versuche zur Isolierung des gelésten Farbstoffs zeigten zunachst, 
daB derselbe nur in stark alkalischer Lésung besteht; bei Alkalisierung 
mit verdiinnter Lauge oder Ammoniak erscheint derselbe entweder 
nur schwach oder iiberhaupt nicht. Typisch ist, daB jede Farbenreaktion, 
gleichgiiltig ob kraftig oder schwach, beim lingeren Erhitzen der stark 
alkalischen Lésung am Wasserbad an Intensitat zunimmt. Wird mit 
Saure neutralisiert, so verschwindet die Farbe vollkommen, bei neuer- 
lichem Zusatz von Alkali erscheint derselbe nicht mehr in der gleichem 
Intensitit. Wiederholt man einige Male diesen Vorgang, so wird der 
Farbton immer blasser. 

Die Abscheidung des roten Farbstoffs (Alkalisalz) aus der Lésung 
durch Aussalzung gelingt nicht. Lediglich durch wiederholtes Schiitteln 
mit tiberschiissigem Aceton (Wasserentzug) kann man eine Anreicherung 
desselben erzielen. Wird schlieBlich die konzentrierte Lésung mit Alkohol 
gefallt, so erhalt man die Abscheidung einer Sligen, tiefroten Fliissigkeit 
(infolge Gegenwart konzentrierter Leuge), welche ohne Anwendung von 
héheren Temperaturen und Vakuum nicht zu trocknen ist. Der hier vor 
liegende Farbstoff, welcher im vollkommen getrockneten Zustande die 
Farbe verliert (beim Anfeuchten erscheint sie wieder), zeigt beim Anséuern 
und neuerlichen Alkalisieren dieselbe Abnahme der Farbkraft wie die 
Urlésung. 
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Die Versuche, aus saurer Lésung das nicht gefarbte Reaktionsprodukt 
durch Ausaéthern zu entziehen, fiihrten zu Extrakten, welche auf Zusatz 
von Alkali die Farbenreaktion nur auBerst schwach oder gar nicht gaben. 
Dasselbe Verhalten zeigten die alkoholischen Extrakte aus dem Eindampf- 
rickstand der angesaéuerten Lésung. 


Da die Aussalzung des Farbstoffs nicht gelang, weiter derselbe 
bei saurer Reaktion nicht hestandig ist, wurden die Versuche zu seiner 
Isolierung aufgegeben. 


Aufarbeitung der Urlésung. 

Die weiteren Versuche erstreckten sich dahin, aus der Urlésung 
diejenige Komponente zu isolieren, welche Trager der Farbenreaktion 
ist. Die Untersuchung der Urlésung auf ihren Gehalt an organischem 
und anorganischem Material laBt sich schwer durchfiihren, da eine 
vollkommene Trocknung des Eindampfriickstandes ohne starke Zer- 
setzung (welche sich durch Auftreten iibelriechender Dampfe kundgibt) 
nicht erreicht werden kann. Lediglich die Menge an gliihbestindigem 
anorganischen Material wurde mit 3,62°., festgestellt. Beim Ein- 
dampfen der Urlésung auf dem Wasserbad und neuerlichem Aufnehmen 
des Riickstandes zeigt sich, daB die friiher erwahnte Bildung von 
schmutzigbraunen, huminartigen Stoffen dadurch weiter fortschreitet. 
Der unveranderte Teil des Riickstandes ist in Wasser leicht léslich. 
Von organischen Lésungsmitteln kommt nur Alkohol, Aceton, Eisessig 
und Pyridin in Betracht. 

Durch stufenweise Extraktion des Eindampfriickstandes mit organi- 
schen Lésungsmitteln, ferner durch Fallung dieser Lésungen mit Ather 
konnte das organische Material in eine Reihe von Fraktionen zerlegt werden. 
Eine Anreicherung der Farbstoffkomponente in irgendeiner Fraktion wurde 
nicht beobachtet; im Gegenteil, samtliche Fraktionen gaben die Diazo- 
reaktion gleich schwach, so daB es den Anschein hatte, als ob, trotz der 
schonenden Behandlung, der gesuchte Stoff sich inzwischen zersetzt hatte. 
Die Vertiefung des Farbtons bei langerem Stehen der alkalischen Lésung 
auf dem Wasserbad war bei diesen Versuchen besonders deutlich zu sehen, 
oft war die Reaktion zunaéchst iiberhaupt negativ und wurde nach einer 
halben Stunde allmaéhlich positiv. 

In minimaler Menge konnte die gesuchte Fraktion durch Ausschiitteln 
der Urlésang mit Essigséureathylester erhalten werden. Der Eindampf- 
riickstand des Essigesters schied beim Behandeln mit Wasser einen fett- 
artigen Stoff ab, indes eine geringe Menge Substanz in Lésung ging, welche 
die Diazoreaktion sogleich positiv gab. Die Isolierung dieses Stoffes war 
zweifellos dadurch bedingt, da derselbe, in Fett eingeschlossen in das 
Extraktionsmittel gelangte, Eine zweite Extraktion mit Essigester war 
ergebnislos; nach Entfernung des Fettes ist die Restsubstanz in Essigester 


unldéslich. 

Alle Stoffe, welche bei diesen Versuchen isoliert wurden, waren mit 
anorganischem Material verunreinigt und konnten wegen der gleichartigen 
Loéslichkeit nicht vollkommen rein erhalten werden. Eine einzige Ausnahme 
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bildete die Lésung des trockenen Materials in wasserfreiem Pyridin und 
nachtraglichem Abdestillieren des Lésungsmittels im Vakuum. Die so 
erhaltenen Substanzen waren beinahe aschefrei, doch wurde bei diesem 
Vorgang die Huminbildung stark geférdert. 


Ein Fortschritt in der Isolierung und Reinigung des gesuchten 
Stoffes war durch die Anwendung von Tierkohle bedingt. Es hat sich 
gezeigt, das durch Auskochen der Urlésung mit reinster Tierkohle 
(Merck) der die Farbenreaktion gebende Anteil adsorbiert wurde. 
Die heif filtrierte Tierkohle (doppeltes Filter) wurde nach dem Ab- 
kiihlen mit etwas destilliertem Wasser nachgewaschen, dann im Vakuum 
iiber konzentrierter Schwefelséure vollkommen getrocknet und nun mit 
iiberschiissigem absoluten Alkohol zweimal unter RiickfluBkiihlung 
je 1 Stunde gekocht. Aus dem Eindampfriickstand konnte mit Wasser 
etwas Fett abgeschieden werden, die Restsubstanz bildete eine hell- 
braune, sirupartige Masse, welche die unmittelbare Diazoreaktion 
schwach, die spater eintretende Farbenreaktion jedoch sehr deutlich 
gab. Aus 100cem Urlésung wurden beim viermaligen Auskochen 
mit Tierkohle (insgesamt 5 g Tierkohle) schlieBlich 0,2, bis 0,3 g von Fett 
und anorganischem Material befreite Substanz gewonnen. 

Das Filtrat vom Tierkohleauszug gab zunichst fast keine Diazo- 
reaktion, nach mehrtaigigem Stehen der Fliissigkeit im offenen Becher- 
glas wurde die Diazoreaktion allmahlich wieder positiv. 

Die mittels Tierkohle erhaltene reine Fraktion konnte einer weiteren 
Trennung unterzogen werden. Die wisserige Lésung derselben gab auf 
Zusatz einer Lésung von Quecksilber-, Blei-, Silber- oder Uranylacetat- 
lésung eine voluminése Fallung. Das Filtrat der Fillungen gibt die 
Diazoreaktion nicht mehr, dagegen gibt die aus den Metallsalzen isolierte 
Substanz die Reaktion schwach positiv, bei langerem Stehen stark 
positiv. 

Fir die weiteren Untersuchungen wurden zur Isolierung und 
Reinigung der gesuchten Substanz die aus der Tierkohle erhaltenen 
Fraktionen in neutraler wasseriger Lésung mit wisseriger Mercuri- 
acetatlésung gefallt, die Fallung zentrifugiert, einmal an der Zentrifuge 
mit Wasser gewaschen, dann das Salz mit halbkonzentrierter Essigsaure 
heiB aufgenommen (vom Ungeldésten filtriert) und im Filtrat durch 
Einleiten von Schwefelwasserstoff das Quecksilber gefallt. Das Filtrat 
vom Quecksilbersulfid wurde eingedampft, der Riickstand mit Wasser 
aufgenommen, von geringen Mengen Schwefel und Huminstoffen 
filtriert, darm wieder eingedampft und im Vakuum iiber Schwefelsaure 
getrocknet. 

Die Substanz bildet zunachst eine zihe, hellbraune Masse, die beim 
wochenlangen Trocknen im Vakuumexsikkator firnisartig auftrocknet. 
Alle Kristallisationsversuche waren vergeblich. 
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Zur néheren Charakterisierung wurden Silber- und Bleisalze derselben 
hergestellt und sowohl diese als auch die frei organische Substanz (aschefrei) 
analysiert. Niemals konnte in diesen Substanzen Schwefel qualitativ oder 
quantitativ (auch nur in Spuren) nachgewiesen werden. Die Priifung auf 
Stickstoffgehalt gab verschiedene Resultate. Bei der quantitativen Be- 
stimmung des Stickstoffs (Mikro-Dumas) wurden Werte von 2.5 bis zu 4°, 
erhalten. Ob diese Verschiedenheit in den Befunden darauf zuriickzufiihren 
ist, daB das verwendete Blut bzw. die Urlésung nicht immer von gleicher 
Beschaffenheit waren oder die Abweichung durch verschiedene Wirkung 
der Tierkohlenextraktion bedingt war, kann nicht entschieden werden. 
Jedenfalls weist der niedrige Stickstoffgehalt darauf hin, da8 in allen 
Fraktionen ein stickstoffhaltiger Kérper in geringen Mengen vorhanden war. 

Wie nachstehende Analysen zeigen, war auch die Zusammensetzung 
der Fallungen nicht immer die gleiche. 


Uber Quecksilbersalz gereinigte Substanz (aschefrei): 
4,155 mg Substanz gaben 1,810 mg H,O, 5,980 mg CQ,, 
5,370 ,, - 2,330 ,, H,O, 7,695 ,, CQ,. 


Gef.: 4,87, 4,85% H, 39,25, 39,08% C. 


Silbersalz: 
7,045 mg Substanz gaben 0,780 mg H,O, 4,040 mg CQs,, 





7,433 ., ms » 0,880 ,, H,O, 4,230 ,, CO,, 
1.726 ,, a: » 1,026 ,, Ag, 
4,391 ., = 268 .. we 


Gef.: 1,23, 1,31% H, 15,64, 15,52% C, 59,40, 59,7% Ag. 


Bleisalz: 


4,631 mg Substanz, 0,620 mg H,O, 2,390 mg CO,, 3,039 mg PbO, 
8,090 ,, . 0,650 ,, H,O, 3,255 ., CO,, 5,924 ,, PbO, 
6,182 ,, ie 0,585 ,, H,O, 2,585 ., COs, 

Gef.: 1,48, 0,89, 1,05% H, 14,07, 10,97, 11,05% C, 60,92, 67,98% Pb. 


‘ Die Diazoreaktion. 


Aus den vorliegenden Untersuchungen geht hervor, daB zwei 
Arten von Diazoreaktionen zu unterscheiden sind. Die eine ist dadurch 
gekennzeichnet, daB sogleich nach Zusatz des Alkalis die Farbung auf- 
tritt, bei der zweiten Art der Reaktion ist dies nicht der Fall, die Farb- 
reaktion ist zunaichst negativ oder sehr schwach und wird erst durch 
das lange Erhitzen der stark alkalischen Lésung positiv. Die erste Art 
der Diazoreaktion, welche wir als ,,unmittelbare Diazoreaktion™ be- 
zeichnen, gibt nur die Urlésung und die durch Ausschiitteln derselben 
mit Essigester in minimaler Menge erhaltene Fraktion. Alle iibrigen 
Extrakte bzw. Fallungen aus der Urlésung geben die zweite Art der 
Diazoreaktion, welche der einfachen Unterscheidung wegen als ,,ver- 
zogerte Diazoreaktion bezeichnet wird. 

Fir die Erklarung der verzégerten Diazoreaktion kann angenommen 
werden, daB es sich um einen Stoff handelt, durch dessen spezifische 
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Konstitution die Kuppelungsgeschwindigkeit gehemmt ist. Es ist 
jedoch eher die Annahme berechtigt, dab der Stoff, welcher die Kuppe- 
lung eingeht, nur in minimaler Menge oder gar nicht vorhanden ist 
und erst durch die Einwirkung des konzentrierten Alkalis in der Hitze 
gebildet wird. Diese letztere Annahme hatte viel Wahrscheinlichkeit 
an sich, da bei allen verzégerten Diazoreaktionen beobachtet wird, 
daB die Bildung des Farbstoffs nicht in der ganzen Fliissigkeit gleich- 
mabig auftritt, sondern zuerst an der Oberfliche erscheint und dann 
allmahlich nach unten fortschreitet. Eine weitere Annahme, dal es 
sich hierbei um einen OxydationsprozeB handelt, lieB sich experimentell 
bestatigen. 

Wird eine Lésung, welche die verzégerte Diazoreaktion gibt 
(Reagenzglasversuch), nach Ansiuern mit verdiinnter Schwefelsaure 
mit einigen Tropfen Kaliumpermanganat versetzt (welches sofort 
verschwindet), so gibt die Lésung dann die unmittelbare Diazoreaktion. 
Der Unterschied zwischen beiden Reaktionen ist somit der, daB bei 
der ,,unmittelbaren Diazoreaktion*® die erforderliche héhere Oxydations- 
stufe der Substanz vorliegt, welche bei der ,,verzégerten Reaktion“ 
erst allmahlich gebildet wird. 

Diese regelmaBig reproduzierbaren Versuche gaben sowohl eine 
Erklarung fiir die verzégerte Reaktion, als auch fiir die Beobachtung, 
daB die mit Tierkohle extrahierte Urlésung, welche zunachst keine 
Diazoreaktion gab, nach mehrtigigem Stehen an der Luft wieder eine 
positive Reaktion gab. 

Der urspriingliche Plan, an Hand einer kolorimetrischen Be- 
stimmung den Gehalt der Lésungen an der gesuchten Farbstoffkompo- 
nente zu priifen bzw. bei der Aufarbeitung die Verteilung desselben zu 
verfolgen, kam nach diesen Ergebnissen nicht mehr in Frage. 

Weitere Versuche in dieser Richtung haben gezeigt, da das 
Durchleiten von Luft oder Sauerstoff durch die Lésungen, desgleichen 
der Zusatz verdiinnter Bromlésungen, eine Verstérkung der Diazo- 
reaktion hervorrufen. Oxydationen mit verdiinntem Wasserstoff- 
superoxyd fiihrten dagegen zum vollkommenen Ausfall der Diazo- 
reaktion. Am besten gelingt die Oxydation nach den erstausgefiihrten 
Versuchen mit Kaliumpermanganat. Sauerstoff scheint wenig er- 
forderlich zu sein, dagegen diirfte die Gegenwart des Mangansalzes 
katalytisch wirken. Bei der Sauerstoffaufnahme der Urlésung diirfte 
diese Rolle durch das Eisen iibernommen werden, welches im anorgani- 
schen Anteil (3,62°,) in reichlicher Menge vorhanden ist. 

Die weiteren Untersuchungen dieser Verhaltnisse fiihrten zu neuen, 
wesentlichen Beobachtungen. Nachdem Acetonkérper die Diazo- 
reaktion positiv geben, war anzunehmen, daB sich bei der Oxydation 


Carbonylverbindungen bilden, welche die unmittelbare Diazoreaktion 
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bedingen. Die Versuche haben nun gezeigt, daB alle Lésungen, welche 
eine unmittelbare Diazoreaktion geben (gleichgiiltig, ob mit Kalium- 
permanganat vorbehandelt oder nicht), auf Zusatz von salzsaurem 
2, 4-Dinitrophenylhydrazin die Fallung eines Hydrazons ergaben. 
Ist die Diazoreaktion stark positiv gewesen, so ist die Ausbeute an 
Hydrazon erhéht, bei schwacher Diazoreaktion ist verminderte Ausbeute, 
bei negativer Diazoreaktion keine Fallung mit 2, 4-Dinitrophenyl- 
hydrazin. Dieser Zusammenhang wurde stindig und ausnahmslos 
beobachtet, so daB man mit ziemlicher Sicherheit sagen kann, daB die 
gesuchte Farbstoffkomponente im Phenylhydrazon vorliegt. 

Die Ausbeuten an 2, 4-Dinitrophenylhydrazon waren sehr gering und 
reichten eben fiir die quantitativen mikroanalytischen Bestimmungen. 
Aus den spéter folgenden Analysen ist in bezug auf die Natur der Farbstoff- 
komponente wenig zu entnehmen, zumal es bei der geringen Ausbeute 
nicht sicher ist, ob die das Hydrazon bildende Substanz stickstoffhaltig 
oder stickstoffrei ist. Eines geht jedoch aus den Analysen mit Sicherheit 
hervor: die Substanz, welche die Farbenreaktion gibt bzw. das Hydrazon 
bildet, ist mit der aus dem Tierkohlenextrakt gewonnenen, iiber das Queck- 
silbersalz gereinigten Substanz nicht identisch. Der Koblenstoffgehalt 
des Dinitrophenylhydrazinrestes betrigt 36,7°, der Kohlenstoffgehalt 
aus der Fraktion aus der Urlésung 39,1°,, es mii®te sonach im Hydrazon 
der Kohlenstoffgehalt niedriger als 39,1°, sein, auch wenn man den Entfall 
eines Sauerstoffatoms einrechnet. Da das isolierte Dinitrophenylhydrazon 
einen Kohlenstoffgehalt von 43.5°, aufweist, so mu die Carbonylkompo- 
nente einen Kohlenstoffwert von gegen 50°, aufweisen. 


Analyse des Faéllungsproduktes mit 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin 
(gefallt aus der vom gereinigten Tierkohlenextrakt stammenden, mit Kalium- 
permanganat vorbehandelten Lésung). 
3,365 mg Substanz gaben 1,140 mg H,O, 5,395 mg COs, 
' 3,361 ,, va " 0,890 ,, H,O, 4,140 ,, CQy. 
Gef.: 3,79%, 3,81% H, 43,73%, 43,26% C. 
6.073 mg Substanz gaben 1,075 cem Stickstoff bei 17°C und 
745 mm. 


Gef.: 20,43°, Stickstoff. 


Nach diesen Befunden bildet die im vorangehenden Abschnitt 
besprochene, aus der ‘Tierkohlenextraktion gewonnene Substanz 
nur die Muttersubstanz, in welcher die gesuchte Farbstoffkomponente 
in geringen Mengen enthalten ist bzw. aus welcher sie durch Oxydation 
gebildet werden kann. 


Das Bromprodukt. : 


Weitere Versuche waren darauf gerichtet, aus dem gereinigten 
Tierkohlenextrakt die Farbstoffkomponente zu isolieren. Infolge des 
geringen Stickstoffgehalts dieser Fraktionen war eher anzunehmen, 
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daB der gesuchte Stoff phenolischer Herkunft ist, obwohl derselbe 
infolge seiner geringen Menge nicht unmittelbar nachgewiesen werden 
kann. Um phenolisches Hydroxyl nachzuweisen, wurde die gesamte 
Fraktion in alkoholischer Lésung mit Diazomethan  erschépfend 
alkyliert, dann wieder mit Wasser und spater mit verdiinnter Natron- 
lauge verseift. Das Alkylierungsprodukt zeigte einen Methoxylgehalt 
von 31,0°, und konnte durch Kochen mit Wasser und schiliefilich 
mit verdiinnter Lauge bis auf einen Methoxylgehalt von 6,4°, verseift 
werden. Dieser Betrag blieb bestehen, womit fiir einen kleinen Teil 
der Fraktion das Vorhandensein von Athermethoxylgruppen bzw. 
phenolischen Hydroxylgruppen anzunehmen ist. 


Nachstehend die Analysen: 


Alkyliertes Produkt: 
3,285 mg Substanz gaben 7,485mg AgJ;_ gef.: 30,1 °, CH,O, 
2,230 » 9,060 ,, AgJ; » 29,89% CH,O. 


Dasselbe Produkt nach sechsstiindigem Kochen 
mit Wasser: 
1,020 mg Substanz gaben 0,710mg AgJ;  gef.: 9,2°, CH,0O. 


Weitere Verseifung des Produktes durch dreiatiindiges Kochen mit verdiinnter 
Lauge: 

1,365 mg Substanz gaben 0,661 mg AgJ;  gef.: 638°, CH,O. 

Kin weiteres Ergebnis, welches ebenfalls das Vorliegen eines Phenols 
mdéglich erscheinen l&Bt, wurde bei Vergleichsversuchen iiber die Diazo 
reaktion von Phenol erhalten. Reines Phenol gibt bei der Diazoreaktion 
einen Farbstoff, welcher an die Farbe von Fisenchloridlésungen erinnert. 
Wird das Phenol jedoch vorher in schwefelsaurer Lésung oxydiert (bis 
die Permanganatfarbe 10 Sekunden bestehen bleibt), so gibt die Lésung 
eine tief rubinrote Diazoreaktion. Abgesehen davon. dali der Verlauf dieser 
Reaktion (auch in der Farbe) viel Ahnlichkeit mit der Urlésung hat, zeigte 
sich weiter, daB die oxydierte Phenollésung mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
ein schénes, tiefrotes Hydrazon mit einem Stickstoffgehalt von 21,54' 
ergibt. Die urspriingliche Phenoilésung gibt unter diesen Umstéanden nach 
24 Stunden noch keine Ausscheidung. Es ist wahrscheinlich, daB bei der 
Oxydation von Phenol Stoffe mit chinoiden Bindungen entstehen (Chinon 
selbst kommt nicht in Betracht): diese Versuche wurden weiter nicht 
verfoilgt. 


Es mubte fir die weiteren Untersuchungen angenommen werden, 
da®B phenolische Korper in der gereinigten Fraktion wohl vorliegen 
diirften, jedoch infolge ihrer minimalen Menge nicht erfaBbar sind. 
Die einzige Méglichkeit war, diese Stoffe aus der Urlésung direkt zu 
gewinnen, welche die starkste Diazoreaktion gibt und durch Vorbehand- 
lung mit Kaliumpermanganat noch eine bedeutende Steigerung zulaBt. 
Die diesbeziiglichen Versuche waren von Erfolg begleitet. Wird die 
Urlésung mit einer frisch bereiteten, starken Bromlésung versetzt 
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(3 bis 5 Tropfen Brom mit 10 ccm Wasser gut durchschiittelt, dann 
unter Umriihren in 50 cem Urlésung eingetragen), so scheidet sich ein 
voluminéses citronengelbes Produkt ab. 

Der abgeschiedene Stoff enthalt Brom und ist vollkommen aschefrei. 
Beim Trocknen des reingewaschenen Produktes im Vakuum iiber 
Schwefelsaure wird dasselbe rotbraun und ist dann fast unldslich. 
Nur bei langem Kochen mit Eisessig geht es teilweise in Lésung. In 
frischgefalltem Zustand kann es durch Zusatz von einigen Tropfen 
Eisessig wieder gelést werden, desgleichen unmittelbar nach der Fil- 
tration, solange es noch feucht ist. Die Ausbeuten betrugen durch- 
schnittlich 25 mg trockenes Bromprodukt aus 50 ccm Urlésung. 

Mit der Isolierung dieses Bromproduktes war auch der gesuchte, 
die unmittelbare Diazoreaktion gebende Stoff gefunden. Das Filtrat 
vom Bromprodukt gibt die Diazoreaktion nicht mehr, nach Behandeln 
mit Kaliumpermanganat schwach. Die Méglichkeit, daB durch das 
anwesende Brom die Diazoreaktion gestért wird, hat sich experimentell 
nicht bestaétigt. Wird nach Fallung des Bromproduktes dasselbe durch 
Zufiigen von Eisessig wieder gelést, so fallt die Diazoreaktion ebenso 
stark aus wie in der Urlésung ohne Bromzusatz. Das Bromprodukt 
gibt, wenn es nach der Fallung rasch filtriert und dann sogleich gelést 
wird, die Diazoreaktion stark positiv. 

Der Stoff, welcher die unmittelbare Diazoreaktion gibt, ist durch 
die Bromfallung isoliert worden. Die Stoffe, welche die verzégerte 
Diazoreaktion geben, werden nach unseren Beobachtungen aus dem 
Material der Urlésung wieder nachgebildet. 


Die Analysen des Bromproduktes ergaben folgende Werte: 


1,630 mg Substanz gaben 0,850 mg H,O, 2,565 mg CO,, 

4,775 .,, ‘a be 2,310 ,, H,O, 7,595 ,, CQ,, 

Wht? ¢s ie a 0,980 ., AgBr, 

2.215 ., as a 0,675 ,, AgBr, 

2,593 .» al - 0,313 cem Stickstoff bei 28°C, 748 mm. 


Gef.: C 42,92 %, 43.38%, H 5,83 %, 5,41 %, Br 13,13 %, 12,97 %, N 13,47 %. 


Eine Lésung von wenigen Milligrammen des Bromproduktes in Eis- 
g 

essig gab bei der Aminogruppenbestimmung nach ran Slyke das Vorhanden- 
sein derselben (im Vergleich zum Blindversuch) einwandfrei zu erkennen. 
Fiir das Bromprodukt errechnet sich eine Formel von CH ,,O0jN,Br, 
auf welche die gefundenen Analysendaten zum gr6éBeren Teil gut stimmen. 

Ber.: C 42,50%, H 5.51%, N 13.5 %, Br 13,47° 

Gef. B 42.92%, H 5,41%, N 13,47%, Br 12,97% 

’ 43,40%, H 5.83%, N Br 13,13 %. 


Aus den gesamten vorliegenden Untersuchungen ergibt sich, 
daB der die unmittelbare Diazoreaktion gebende Stoff eine Carbony!- 
verbindung ist, welche mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin als Hydrazon 























Diazoreaktion gebender Bestandteil des Blutes. 439 


gefallt werden kann. Wie bereits friiher bemerkt, kommt die aus der 
Urlésung durch Tierkohlenextraktion und nachtragliche Reinigung 
iiber das Quecksilbersalz gewonnene Fraktion als Farbstoffkomponente 
nicht in Frage, da die Analysendaten desselben mit denen des Fallungs- 
hydrazons sich widersprechen. 

Nachdem nun mit gréBter Sicherheit anzunehmen ist, daB im 
Bromprodukt der Stoff vorliegt, welcher die unmittelbare Diazoreaktion 
gibt, so miBte zwischen diesem und dem Fallungshydrazon wenigstens 
eine annahernde Ubereinstimmung bestehen. Die nachstehende Be- 
rechnung gibt diesen Zusammenhang zu. Legt man auf Grund der 
Analysen des Bromproduktes der Farbstoffkomponente (bromfreie 
Substanz) die Formel C,H ,,0,N, zu und addiert an diesen Stoff den 
Dinitrophenylhydrazinrest C,H,O,N,, so ergibt sich theoretisch ein 
Hydrazon der Zusammensetzung C,,H3,0,3N 9, mit einem Kohlenstoff- 
gehalt von rund 46° und einem Stickstoffgehalt von rund 19,5%%. 
Nach den friher angefiihrten Analysen zeigt das nicht gereinigte 
Hydrazon einen Kohlenstoffgehalt von 44°, und einen Stickstoff- 
gehalt von 20,4°%. 

Erganzend sei bemerkt, daB unter den zahlreichen quantitativen 
Mikroanalysen, welche im Laufe der vorliegenden Untersuchung aus- 
gefiihrt wurden und von welchen nur ein kleiner Teil hier wiedergegeben 
ist, auBer dem Dinitrophenylhydrazon und dem Bromprodukt kein 
einziger Stoff einen Kohlenstoffgehalt iiber 40°, aufwies. Diese Tatsache 
diirfte den Zusammenhang der beiden Stoffe deutlicher erkennen lassen 
als die vorangehende Berechnung. Auch der Umstand, da das Brom- 
produkt zunachst als citronengelber Niederschlag fallt und beim 
Trocknen rotbraun und vollkommen unldslich wird, laBt auf eine Kon- 
densation desselben schlieBen, was mit einer Carbonylverbindung 
in Einklang steht. 

Zusammenfassung. 


1. Die Untersuchung tiber den die Diazoreaktion gebenden Blut- 
bestandteil (aus der Blutkérperchenfraktion) hat zunachst ergeben, 
daB die Isolierung des Farbstoffs selbst experimentell nicht durchfiihrbar 
ist. Bei der Aufarbeitung der enteiweibten Lésung werden eine Reihe 
von Fraktionen erhalten, von welchen jede die Diazoreaktion nur schwach 
gibt ; eine Anreicherung der farbstoffgebenden Komponente gelingt nicht. 

2. Auf Grund regelmaBig gemachter Beobachtungen werden zwei 
Arten von Diazoreaktionen unterschieden, von welchen die eine dadurch 
gekennzeichnet ist, daB die Farbenreaktion unmittelbar nach Zusatz 
des Alkalis eintritt, indes die zweite zuniachst negativ ist und erst beim 
langeren Erhitzen der stark alkalischen Lésung auf dem Wasserbad 
positiv wird. 
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3. Es wurde gefunden, daB durch schwache Oxydation der Lé- 
sungen mit Kaliumpermanganat die verzégerte Diazoreaktion in die 
unmittelbare Diazoreaktion iibergefiihrt werden kann.  Gleichzeitig 
konnte festgestellt werden, daB alle Lésungen, welche die unmittelbare 
Diazoreaktion geben, beim Versetzen mit salzsaurem 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin die Fallung eines Hydrazons ergeben. Die Starke 
der Diazoreaktion und die Ausbeuten an Dinitrophenylhydrazon 
laufen parallel. Lésungen ohne Diazoreaktion geben keine Fallung 
mit Dinitrophenylhydrazin. 

4. Die aus der Urlésung gewonnenen, von Begleitstoffen getrennten 
und gereinigten Fraktionen kommen als unmittelbare Chromogene 
nicht in Frage, da ihre analytischen Daten mit denen der Dinitro- 
phenylhydrazone in Widerspruch stehen. Diese Fraktionen sind dagegen 
als die Muttersubstanz zu betrachten, in welcher die Farbstoffkomponente 
vorliegt bzw. aus welcher sie durch schwache Oxydation gebildet 
werden kann. Die Gegenwart von Eisensalzen in der Urlésung scheint 
dabei katalytisch zu wirken. 

5. Durch Versetzen der Urlésung mit frisch bereiteter konzen- 
trierter wasseriger Bromlésung wird aus derselben ein Bromprodukt 
erhalten, welches die gesuchte, die unmittelbare Diazoreaktion gebende 
Substanz enthalt. Das Produkt ist aschefrei und entspricht einer Zu- 
sammensetzung von C,.H,,0,)>N,Br. In frisch gefailltem Zustand 
ist es von citronengelber Farbe, leicht léslich; die Lésung gibt die 
Diazoreaktion mit groBer Intensitét. Beim Trocknen im Vakuum 
geht es in einen rotbraunen, fast unléslichen Stoff tiber. 

6. Berechnet man fiir das Bromprodukt bzw. dem zu diesem 
zugrundeliegenden bromfreien Stoff die Bildung eines Dinitrophenyl- 
hydrazons, so laBt sich daraus der Zusammenhang dieses Stoffes mit 
den: gewonnenen Dinitrophenylhydrazonen erkennen. 

7. Der dem Bromprodukt zugrundeliegende Stoff ist als Urheber 
der unmittelbaren Diazoreaktion anzusehen; die Stoffe, welche die 
verzégerte Diazoreaktion geben, werden aus dem _ urspriinglichen 


Material wieder nachgebildet, wobei die Gegenwart von Sauerstoff 
den ProzeB férdert. 




















Die Bestimmung des Jods in biochemischen Materialien'. 


Von 
Julius Schwaibold und Bernhard Harder. 
(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie, Miinchen.) 
(Eingegangen am 4. August 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Mit der Auffindung des Jods als integrierendem Faktor der Funktion 
der Schilddriise haben umfangreiche Arbeiten sich dieses Elements als 
Wegweiser und Leitfaden zur Aufklarung der hormonalen Vorginge 
und insbesondere der Art und Wirkungsweise des Hormons der Schild- 
driise bedient. Manches ist auf diesem Wege zutage geférdert worden 
und scheint so noch erreichbar zu sein, um zu dem Ziel, das noch nicht 
erreicht ist, zu gelangen. Diese Tatsache gibt Veranlassung, das aus- 
schlaggebende Hilfsmittel, die Untersuchungsmethode, weiter zu 
entwickeln. 

Mit Hilfe der in sachgemaBer Weise ausgefiihrten einfachen Zer- 
stérung von organischem Material in offenen VeraschungsgefiBen? 
und entsprechende Weiterverarbeitung konnte eine gréBere Anzahl 
von Untersuchungen® durchgefiihrt werden. Auch hat das Verfahren 
in zahlreichen anderen Arbeiten bemerkenswerte Ergebnisse zutage 
geférdert. Dessen ungeachtet war die Methode aber doch mit Mangeln 
behaftet, auf die der Autor selbst neuerdings* naher eingegangen ist, 
weshalb dieser Hinweis geniigt. Diese Mangel traten um so mehr in 
Erscheinung, je mehr die Untersuchungen sich der genaueren Be- 
arbeitung von Einzelfragen zuwandten. Dies hatte den einen von uns 
veranlaBt, Versuche zu machen, eine zuverlassigere Methode zu finden. 
Es gelang schlieBlich durch eine verhaltpismaBig einfache Anordnung 


1 XXVI. Mitteilung zur Kenntnis des Jods als biogenes Element: 
XXV. Mitteilung. diese Zeitschr. 239. 74, 1931. 

2 Vgl. B. Bleyer, ebendaselbst 170, 269, 1926. 

3 Vgl. ebendaselbst 213, 32, 1929; 195, 228, 1928; 185, 405, 1927 und 
friihere Mitteilungen. 

4 Th. v. Fellenberg, ebendaselbst 224, 170, 1930. 


DG * 





442 J. Schwaibold u. B. Harder: 


in der Weise, daB die Mineralisierung der zu untersuchenden Substanzen 
in einem geschlossenen System durch hohe Temperatur im Sauerstoff- 
strom vorgenommen und aus den Verbrennungsgasen und der Asche 
das Jod isoliert wurde. Schon friiher war in Amerika eine Methode 
bekannt gegeben worden!, bei welcher eine Verbrennung in einer 
Quarzapparatur vorgenommen wird. Das Verfahren war aber zu 
schwierig und umstandlich und die Apparatur zu kompliziert und kost- 
spielig, um anderwarts Anwendung finden zu kénnen. 

Die oben erwahnte Methode hat sich seit ihrer Bekanntgabe? 
weiterhin bewahrt und hat in der Folge fiir die Bearbeitung besonders 
gearteter oder sehr jodarmer Stoffe noch eine weitere Ausgestaltung 
erfahren. Es wird daher nachfolgend fiir die Leser dieser Zeitschrift 
die urspriingliche, einfache Methode, mit der inzwischen eine Reihe 
von Untersuchungen® durchgefiihrt wurden, kurz beschrieben. An- 
schlieBend wird die auf dem gleichen Prinzip beruhende, inzwischen 
ausgearbeitete Anordnung bekanntgegeben. Neben  wesentlich 
schnellerem Arbeiten gestattet sie mit Sicherheit die Verbrennung 
simtlicher in Frage kommender Naturstoffe ohne Vorbehandlung, 
wie Fette, wasserhaltige Substanzen und ahnliches. 

In Abb. la ist der Verbrennungsraum, eine am hinteren Ende ent- 
sprechend ausgezogene Réhre aus Supremaxglas (Schott, Jena) von 22 
bis 25 mm lichter Weite, und das AbsorptionsgefaB schematisch dargestellt. 
Diese Apparatur wird vervollstaéndigt durch ein Gestell fiir das Rohr, ein 
Stativ mit geeigneter Klammer zum Festhalten des AbsorptionsgefaBes 
(ein Zehnkugelapparat), eine Bombe mit Sauerstoff, aus der durch ein 
Reduzierventil mit Feinregulierung das Gas unmittelbar entnommen 
werden kann, oder durch einen Gasometer. Der Sauerstoff wird der Ver- 
brennungsr6éhre zwecks Reinigung durch einen mit konzentrierter Kalilauge 
und Natronkalk beschickten Waschturm zugeleitet. Mit Hilfe der Abb. lb 
kann man sich ohne Schwierigkeit eine Vorstellung von dieser Apparatur 
machen. 

Zur Ausfiihrung einer Verbrennung bringt man in das AbsorptionsgefaB 
gesittigte Pottaschelésung 20 bis 30 Tropfen je nach Art und Menge 
der zu verbrennenden Substanz — und eine zur Fiillung des GefaBes aus- 
reichende Menge jodfreien destillierten Wassers. In die Réhre wird zuerst 
ein Platinstern als Verbrennungskatalysator und dann in einem Porzellan- 
schiffchen die zu untersuchende Substanz eingefiihrt, wie aus Abb. la 
zu ersehen ist. Nun wird die Luft aus der Réhre durch Sauerstoff verdrangt, 
und der Platinkontakt nach Erwarmen der Réhre durch eine bis zwei 


' J. F. McClendon, Journ. of biol. Chem. 60, 289, 1924; V. Mitteilung: 
R. E. Remington, J. F. Mec Clendon u. H.v. Kolnitz, Journ. Amer. Chem. 
Soc. 58, 1245, 1931. 

2 J. Schwaibold, Chem. Ztg. 58, 22, 1929. 

3 Vgl. diese Zeitschr. X XVII. Mitteilung, im Druck; 218, 318, 1930; 
207, 332, 1929; 195, 233, 1928; Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 182, 
193, 1929. 
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Gasflammen (Teclubrenner mit Schnittaufsatz) zum Gliihen erhitzt. Bei 
feuchter Rohre ist entsprechende Vorsicht geboten. Der Sauerstoffstrom 
wird nun so eingestellt, daB man die unten im Waschturm austretenden 
Blasen eben noch zihlen kann. Fiir die eigentliche Verbrennung der Sub- 
stanz gibt es zwei Méglichkeiten. Leichter brennbare Stoffe kénnen durch 


geeignetes Erhitzen mit einem Brenner vorsichtig von unten her oder 
durch Erhitzen der Réhre von oben her durch die mittelstarke Flamme 
eines mit der Hand hin und her bewegten Brenners vorne (s. Abb. lb) 


entziindet werden. Sie brennen dann von selbst allmahlich ab, worauf der 
dadurch entstandene kohlenhaltige Riickstand mit einer Gasflamme vollends 
verascht wird. Bei feuchteren oder schwerer brennbaren Substanzen wird 
die Verbrennung durch entsprechendes fortschreitendes Erhitzen des 


t $60 mm “ a 
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Abb. 1. 


Materials durchgefiihrt. Es ist bei vielen Substanzen leicht und auch bei 
schwieriger zu bearbeitenden Stoffen mdéglich, zu erreichen, da®B kein 
gefarbter oder weiBer Rauch den Platinkontakt passiert, daB also keine 
sichtbaren Verbrennungsgase das Verbrennungsrohr verlassen. (1éBerer 
Wassergehalt einer Substanz erschwert die Verbrennung. Es emprfiehlt 
sich daher, stark wasserhaltige Substanzen auBerhalb der Apparatur, am 
besten im Schiffchen selbst, vorzutrocknen, wobei unter Umstianden vorhet 
etwas Pottaschelésung zuzusetzen ist, falls das Material nicht schon an sich 
alkalisch ist. Auch ist bei jodreichen Substanzen (Schilddriise u. &.) so viel 
Pottaschelésung zuzusetzen, daB das Auftreten von Daémpfen freien Jods 
verhindert wird. Weniger wasserhaltige Materialien kénnen auch im Ver- 
brennungsrohr durch langsames Erwarmen getrocknet werden. Mit Riicksicht 
darauf und weil auch durch den Verbrennungsvorgang selbst Wasser ent- 
steht, das sich am Réhrenende kondensieren kann, wird durch das Gestell 
der Verbrennungsréhre eine schwache Neigung (etwa 3°.) gegen das 
AbsorptionsgefaB erteilt. Nach dem Verbrennen la8t man erkalten, wobei 
man noch einen schwachen Gasstrom durch die Apparatur gehen 1aBt. 
Dann werden Réhre und AbsorptionsgefaB Gquantitativ ausgewaschen, 
was leicht und mit geringen Wassermengen mdéglich ist. Der vereinigten 
Fliissigkeitsmenge, die farblos und klar sein soll, wird der Inhalt (Asche) 
des Schiffchens zugefiigt. 











444 J. Schwaibold u. B. Harder: 


Es gibt Substanzen, die einen sehr geringen Jodgehalt besitzen, 
den man kennen will und ferner Substanzen, wie Fette, die eine groBe 
Menge Sauerstoff fiir ihre vollstandige Oxydation benétigen. Wenn 
nun diese beiden Umstande zusammentreffen, z. B. bei der Verbrennung 
jodarmer Fette, so ergeben sich bei dem eben beschriebenen Verfahren 
Unannehmlichkeiten wegen der sehr lang dauernden Verbrennungyzeit 
und wegen des unter Umstanden leicht eintretenden Sauerstoffmangels. 


In Abb. 1b ist die Apparatur schematisch dargestellt, welche aus 
den Versuchen, die Methode in dieser Richtung weiter zu entwickeln, 
hervorgegangen ist. Es bleibt, wie bei dem Verfahren mit der einfachen 
Apparatur (Abb. la), der Vorzug gewahrt, daB auBer Sauerstoff keine 
teagenzien benétigt werden und als Absorptionsfliissigkeit nur eine 
sehr verdiinnte Pottaschelésung nétig ist. Nach den noch nétigen 
Angaben tiber die Arbeitsweise, soweit sie von der friiheren abweicht, 
werden unten noch entsprechende Beleganalysen wiedergegeben. 


Das Verbrennungsrohr ist, wie friiher, aus Supremaxglas gleicher 
lichter Weite hergestellt, aber etwas linger infolge reichlicheren Durchgangs 
von heiBen Verbrennungsgasen. Am Ende der Roéhre ist an deren Unterseite, 
bei V, eine Austritts6ffnung fiir die Verbrennungsgase und allenfalls auf- 
tretendes Kondenswasser angeschmolzen, an welche Glas an Glas zwei 
AbsorptionsgefaBe (A, und A, in Abb. 1b) angeschlossen sind. Diese be- 
stehen aus zwei Glaszylindern von etwa 25 cm Héhe und etwa 32 mm lichter 
Weite, in die je eine Glasfilterplatte (G,, Schott, 30mm Durchmesser) 
mit Zuleitungsglasrohr durch Gummistopfen eingesetzt ist. An die Glas- 
réhren, welche die Filterplatten tragen, ist je ein, Glasmantel ange- 
schmolzen, um die einzufiillende Fliissigkeitsmenge zu verringern und 
gleichzeitig die K,C O,-Konzentration zu erhéhen. Diese AbsorptionsgefiéBe 
fassen gefiillt etwa 100 ccm Fliissigkeit. Bei Verbrennung bis zu 5 g Trocken- 
substanz werden die Absorptionsflaschen mit je 1,0 ccm gesattigter Pott- 
aschelésung und jodfreiem Wasser bis 5cm unterhalb der Gummistopfen 
beschickt. Bei Einwagen bis 10 g¢ werden etwa 1,5 cem Pottaschelésung 
zugegeben. Bei wasserhaltigen Substanzen und auch bei Verarbeitung 
groBerer Gewichtsmengen ist in die erste Absorptionsflasche eine der durch 
die Verbrennung anfallende Wassermenge entsprechend geringere Menge 
Wasser einzufiillen. 

Am offenen, vorderen Ende der Verbrennungsréhre bei S | wird, wie 
friiher, durch eine mit Gummistopfen versehene Glasréhre die Zufuhr von 
Sauerstoff bewerkstelligt. Weiterhin ist nun noch am hinteren Ende der 
Réhre bei S 2 ein Glasrohr aus Supremaxglas von etwa mm éuberem 
Durchmesser (weiter innen ist ein engeres Stiick angesetzt) eingeschmolzen. 
Es reicht bis O 2, wo es nach abwarts gebogen und auf 1 mm lichte Weite 
ausgezogen ist. Durch Zufuhr von Sauerstoff durch dieses Glasrohr wird 
es erméglicht, diesen im Verbrennungsrohr staéndig im Uberschu8 zu halten 
und die vollstaéndige Verbrennung der gasférmigen Zersetzungsprodukte 
der Substanz zu erreichen. An dieser Sauerstoffzuleitungsréhre sind in 
einem Abstand von 12 bis 13em je zwei konzentrische Ringe aus 4mm 
starkem Supremaxglas durch Zapfen (der innere Ring) bzw. durch An- 
schmelzen (der auBere Ring) befestigt. Dies ist im einzelnen aus den Zeich- 
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nungen in Abb. le ersichtlich'. Der Raum zwischen den Ringpaaren ist 


mit 2mm langen Glasstiickchen (aus 2mm starkem Supremaxglas ge 
schnitten) gefiillt. Die Fillung wurde beim allmahlichen Einfiihren det 


Glasréhre in das Rohr vorgenommen, wobei nach dem ersten und zweiten 
Drittel der Fiillung je eine Scheibe aus feinem Platindrahtnetz (etwa 0,04 
bis 0,06mm Drahtstarke und 3600 bis 1084 Maschenzahl/qem) eingesetzt 
wurde. Diese Drahtnetze sind an sich nicht erforderlich, erhéhen aber 
noch etwas die Verbrennungsgeschwindigkeit. In dieser Gliihzone wird 
die Verbrennung von gasf6rmigen Zersetzungsprodukten und von Rub 
teilchen vollendet. Das Sauerstoffzuleitungsrohr traigt bei O 2 eine Stiitze 
aus Glas, um ein Durchbiegen infolge des Erhitzens zu verhindern. Der 
Sauerstoff wird wegen des Widerstandes, den die AbsorptionsgefaBe dem 
Gasdurchgang entgegensetzen, am besten unmittelbar aus der Bombe, wie 
friiher angegeben, zugefiihrt. 

Die durchlochte, um etwa 3°, gegen V geneigte eiserne Schiene (eines 
Dennstedt-Apparates), welche das Verbrennungsrohr tragt (vgl. Abb. lb), 
ist mit Asbestpapier ausgelegt, da eine unmittelbare Beriihrung der heiBen 
Flammenspitzen mit der Réhre zu vermeiden ist. Die Schiene soll auBerdem 
bei O 2 durch einen Quertrager gestiitzt werden, um ein Durchbiegen der- 
selben zu verhindern. Der Quertrager ruht auf den Schienen (diese sind in 
der Abbildung nicht eingezeichnet), welche die Dacher tragen, mit denen die 
Verbrennungsréhre nach Bedarf an den zu erhitzenden Stellen bedeckt wird. 


Als Beispiel fiir eine schwer verbrennbare Substanz ist nachstehend 
die Durchfiihrung einer Verbrennung von Lebertran  beschrieben. 


Etwa 5g werden genau in einem Porzellanschiffchen abgewogen, dieses 
in das Rohr bei S 1 eingeftihrt und zund&chst durch Einleitung von Sauer- 
stoff bei O 1 und O 2 die Luft aus der Apparatur verdrangt. Durch einige 
Minuten Vorwaérmen mit kleinen Flammen und aufgesetzten Dachern 
werden R6hre und Kontaktmasse getrocknet und erwéarmt und dann auf 
Rotglut gebracht. Unter geringer Sauerstoffzufuhr bei O | und gréBere1 
bei O 2 wird am vorderen Ende (gegen O 1) des Schiffchens erhitzt, bis die 
Substanz sich entzundet. Die gesamte NSauerstoffzufuhr kann fiinf- bis 
zehnmal schneller erfolgen als bei der friiher angegebenen einfachen Arbeits 
weise, wobei etwa 10 bis 20 Poren der in den AbsorptionsgefiiBen benutzten 
Filterplatten Gasblasen durchtreten lassen. Die Geschwindigkeit der Fett- 
verbrennung ist so einzuregulieren, daB keine gréBeren RuBmengen ent 
stehen, die méglicherweise die Gliihzone unverbrannt passieren. Die Zufuht 
von Sauerstoff bei O 2 ist so einzustellen, daB die Verbrennungsgase beim Ver 
lassen der Apparatur stets SauerstoffiiberschuB zeigen (Priifung mit glimmen- 
dem Holzspan). Wahrend z. B. Margarine nach dem Entziinden selbstiindig 
weiterbrennt, mu die Verbrennung von Lebertran durch Nachriicken 
einer Flamme in Gang gehalten werden, wobei gleichzeitig die Asche durch 
kraftiges Erhitzen wei®B gebrannt wird. Nun werden die Flammen geléscht, 
nach 2 bis 3 Minuten die Dacher abgenommen und bei schwachem Sauerstoff- 
strom erkalten gelassen. Nach etwa 10 Minuten kénnen die Absorptions- 
flascheh abgenommen und entleert werden. Die Filterplatten werden durch 
dreimaliges Hochsaugen von etwas Wasser quantitativ ausgewaschen. 
Die erkaltete Verbrennungsréhre kann in der Weise quantitativ ausgewaschen 


' Die Ausfiihrung geschah durch die Firma Dr. Bender u. Dr. Hobein- 
Miinchen, LindwurmstraBe. 
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werden, daB S, durch einen Gummistopfen verschlossen und durch S, 
etwas Wasser eingegossen wird. Dann wird umgeschiittelt und durch V 
entleert. Es geniigt insgesamt dreimal in dieser Weise auszuwaschen. Zu 
der vereinigten, vollstandig farblosen Flissigkeitsmenge (300 bis 350 ccm) 
wird der Inhalt des Schiffehens durch Abspritzen (eventuell mit Hilfe einer 
CGrummifahne) gegeben. 

Diese Methode gestattet nun noch, bei dem biologisch merklichen, 
aber absolut doch geringen Jodgehalt des Lebertrans, von der durch 
die Verbrennung erhaltenen Fliissigkeit ausgehend, unmittelbar zur 
Jodbestimmung durch Titration tiberzugehen. Es ist nur erforderlich, 
die Gesamtfliissigkeit etwas zu erwirmen (zur Koagulation der un- 
léslichen Aschebestandteile) und dann in einen MeBkolben zu filtrieren. 
Kin aliquoter Teil wird abpipettiert und in der weiter unten angegebenen 
Weise das darin enthaltene Jod titrimetrisch bestimmt. 

In der Tabelle I sind die Ergebnisse einiger Untersuchungen zu- 
sammengestellt, aus denen der Zeitaufwand fiir die Verbrennung und 
die anschlieBend ermittelte Verteilung des Jods in der Apparatur 
entnommen werden kann. Man sieht die groBe Genauigkeit und die 
ausgezeichnete Ubereinstimmung der Ergebnisse mit beiden Ver- 
brennungsvorrichtungen und die Vollstandigkeit der Zuriickhaltung 
des Jods durch die Absorptionseinrichtung. 


Tabelle I. 


Bestimmung des Jodgehalts von Gland. Thyreoid. sicc. 





3 Absorp- 3 Absorp- 


. tions- tions- 
Zehnkugel- 3 Absorptions- flaschen flaschen 
Absorption J ohr flaschen ohne Glas- | mit Glas- 
: I _ 40 Tropfen je 24 Tropfen | mantel je mantel je 
K,CO3-Lésung K,C0O3-Lisung, 24 Tropfen | 24 Tropfen 
Ky CO;3- K,CO;- 
Lésung Losung 
z 
Zusatz zur Substanz ... . (2'/, Tropfen, 3 Tropfen 0 0 
Ky C O,-Lsg. Ky C Os-Lsg. 
Menge der Substanz .... lg lg lg 15g 
Zeitdauer der Verbrennung . 2 Std. 42 Min. 28 Min. | 29 Min. 
Jodmenge: 
im Rohr (Asche). .... 4607 y -— - 
1. Absorptionsflasche .. . 144.3 » 1334 y 5819 y 
2. it - 0,7 y 112,57 | 104,27 
3. ‘i o1% Oy 20.0 » 17,8 y 
Jodgehalt in 1g Substanz. . 4771y | 4752, 


Bei Verbrennung von stark wasserhaltigen Substanzen ist der 
ganze Inhalt des Schiffehens im Verbrennungsrohr bei voll erhitzter 
Gliihzone langsam vorzutrocknen. Die Trocknung von 30g Material 
mit z. B. 70 bis 90°, Wasser kann so in etwa 20 Minuten durchgefiihrt 
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werden. Es empfiehlt sich nicht, nur einen Teil zu trocknen und dort 
die Verbrennung einzuleiten, da der Wasserdampf, der dann bei fort- 
schreitender Veraschung auftritt, durch starke Verdiinnung der Sauer- 
stoffatmosphare die Verbrennung der gasférmigen Zersetzungsprodukte 
unvollstindig machen kann. Bei fliissigen Materialien wird am besten 
im Schiffehen auBerhalb der Apparatur der gréBte Teil des Wassers 
abgedampft. 

Es ist noch zu bemerken, daB Verbrennungsréhren, die durch 
unsachgemaBe Behandlung gesprungen sind, von einem guten Glas- 
bliser ohne Schwierigkeiten wieder repariert werden kénnen. 

Zur titrimetrischen Bestimmung des Jods wird dieses nach dem 
bekannten Vorgang in Jodsaure tibergefiihrt, worauf durch Umsetzung 
mit Jodwasserstoff die sechsfache Menge des urspriinglichen Jods 
gemessen wird. Zur Uberfiihrung von Jodwasserstoff in Jodsiure 
wird Chlorwasser verwendet. Eine Arbeitsweise, die gute Resultate 
liefert, hat der eine von uns friiher' angegeben. Es sind gegen diese 
Art der Titration, insbesondere gegen die Verwendung von Chlorwasser, 
Bedenken geaiuBert worden. Eine neuerliche eingehende Nachpriifung 
hat die unbedingte Zuverlassigkeit der Arbeitsweise durchaus be- 
statigt. Einige Belege sind in Tabelle Il zusammengestellt, deren 
Resultate auf folgende Weise erhalten wurden: 

Die zu untersuchende Lésung wird in ein Erlenmeyerkélbchen von 
25 ecm gebracht, worauf 2 bis 3 ccm gesattigtes Chlorwasser, das am gleichen 
Tage hergestellt wurde, zugesetzt werden. Das Chlorgas wird am einfachsten 
aus Wiirfeln zur Entwicklung von Chlorgas (Merck) in einem Kippapparat 
erzeugt und durch Einleiten in eine evakuierte (gekiihlte), mit zwei Glas- 
héhnen versehene Flasche das Chlorwasser hergestellt. Durch Erzeugung 
eines Uberdrucks in der Flasche kénnen leicht kleine Mengen von Chlor- 
wasser ohne Belastigung entnommen werden. In das Titrierkélbchen werden 
nun tropfenweise Salzséiure 1:1 gebracht, bis die griine Farbe des Chlors 
sichtbar wird (Zersetzung von Pottasche u. &.), dann noch weitere 8 Tropfen. 
Unter Umstéinden wird eine gréBere Menge Chlorwasser. benétigt, dann 
namlich, wenn aus dem Untersuchungsmaterial bei der Verbrennung Nitrite 
entstanden sind. Diese werden zu Salpeterséure oxydiert und stéren dann 


nicht mehr. Nach Zusatz von einer Spur Talkum wird nun am besten 
auf einem elektrischen Heiznetz bei leichtem Kochen eingedampft bis 


die Bodenflache des Kélbchens noch '/,em hoch mit Fliissigkeit bedeckt 
ist. Nach dem Abkiihlen der waihrenddessen mit Glasplattchen bedeckten 
K6élbchen werden | bis 2 Tropfen einer 5°, igen KJ-Lésung und 3 Tropfen 
etwa 1“%,iger Starkelésung zugesetzt und unmittelbar anschlieBend mit 
0,002 bis 0,001 n Thiosulfatlésung titriert, wozu sich eine Mikrobiirette 
nach Dafert? gut eignet. Man titriert auf Farblosigkeit. Bei Annaherung 
an den Umschlagspunkt gibt man vorsichtig nur noch Bruchteile eines 
Tropfens zu und schiittelt vor einem in Augenh6ék* gehaltenen rein weiben 


1 J. Schwaibold, Zeitschr. f. analyt. Chem. 78, 161, 1929. 
2 O. Dafert, Chem. Ztg. 49, 917, 1925. 
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Filtrierpapier. So kann man geringste Farbanderungen feststellen ; besonders 
durch Vergleichen eines mit Wasser gefiillten Ké6lbchens. Es ist zu beachten, 
daB gegen Ende die Entfarbung langsam vor sich geht und man daher bis 
zum néchsten Zusatz von Thiosulfatlésung kurze Zeit zu warten hat, um 
Ubertitrieren zu vermeiden. Das Clas der Titrierkélbchen mu8 natiirlich 
farblos sein. Die Titerfeststellung wird bei jeder Titration in der Weise 
durchgefiihrt, daB bekannte Jodidmengen, méglichst in der GréBenordnung 
der zu untersuchenden Proben, in gleicher Weise mit Chlorwasser behandelt 
und titriert werden, oder daB man bekannte Mengen einer Jodatlésung, 
die lange haltbar ist, ohne weiteres nach Zusatz von Jodidlésung, Salzsiure 
und Stirkelésung titriert. Die Werte dieser Titerstellungen, von denen es 
genigt, je zwei auszufiihren, sollen auf 1",, iibereinstimmen. Wenige 
Millionstel Gramm Jod kénnen bei achtsamem Arbeiten mit Sicherheit 
auf 1°, genau bestimmt werden. Die unterste Grenze ist bei etwa 
®/19 Millionstel Gramm zu setzen bei einem Fehler von nicht mehr als 5°. 

Es ist aus Tabelle Il zu ersehen, daB die Sichtbarkeitsgrenze der 
Starkefirbung etwa bei 0,3 y vorgelegter Jodmenge liegt, d.h. dab 
unter diesen Verhaltnissen geringere Jodmengen keine  sichtbare 
Firbung ergeben. Darauf ist auch schon von anderer Seite! hingewiesen 
worden. Beim Arbeiten unter konstanten Bedingungen und jeweiliger 
gleichartiger Behandlung von Vergleichs-(Titer-)Lésungen ist eine 
Auswirkung der Empfindlichkeitsgrenze der Jodstairkefarbung auf die 
Richtigkeit des Resultats beseitigt. 


Tabelle re. 


Titration kleiner Mengen von Jod nach Oxydation mit Chlorwasser. 








Vorgelegt Verbrauchte cem Vorgelegt Verbrauchte cem 
; Nag S, O3-Lésung ; Nag So O3-Lisung 
0,2 0 2,0 0,100 (+ 2) 
0,4 Beginn der Blauung 3.0 0,150 (+ 2) 
0.6 0,030 (+ 2) 5,0 0,250 (+ 2) 
0,8 0,040 (+ 2) 20.0 1,000 (+ 3) 
1.0 0,050 (+ 2) 


Sturm? hat einen ,,Gang* bei der ‘Titration von sehr kleinen Mengen 
festgestellt, in der Weise, da8 ein immer gréBerer +-Fehler auftritt, je 
kleiner — < 3 y — die zu titrierenden Mengen sind. Es wurde oben 
darauf hingewiesen, daB die letzten Spuren der Blaufirbung eine 
merklich verzégerte Entfairbung zeigen. Wenn dies nicht durch ent- 
sprechend verlangsamtes Zuendetitrieren beriicksichtigt wird, so 
kommt leicht eine Ubertitration zustande, die um so mehr sich aus- 
wirkt, je kleiner die absolute Menge ist, die bestimmt wird. Dieser 


1 Vgl.. J. F. Reith, diese Zeitschr. 216, 249, 1929; Rec. Trav. chim. 
Pays-Bas 48, 386, 1929. 
2 A. Sturm, diese Zeitschr. 200, 273, 1928. 
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Umstand gibt mdéglicherweise die Erklarung fiir die von Sturm an- 
genommene Stoérung, welche bei genauer Kinhaltung der oben an- 
gegebenen Arbeitsweise mit Sicherheit zu vermeiden ist, wie die 
Versuchsreihe der Tabelle LI zeigt, die mehrfach mit dem gleichen Erfolg 
wiederholt worden ist. 

GréBere Mengen Pettasche in der zu titrierenden Lésung kénnen 
die Bestimmung stéren. Die Ursache ist offenbar ein Verlust an HJ 
durch CO,-Entwicklung, bevor erstere in HJO, iibergefiihrt ist. Die 
Jodbestimmung in organischem Material gewinnt sehr an Schnelligkeit 
und Sicherheit, wenn ein aliquoter Teil der nach dem oben angegebenen 
Verbrennungsverfahren erhaltenen, filtrierten und farblosen Fliissigkeit 
unmittelbar zur titrimetrischen Bestimmung benutzt werden kann. 
Daher ist es wichtig zu wissen, welche Mengen an Pottasche hierbei 
ohne Stérung zulassig sind. Die Tabelle Il] gibt hieriiber Auskunft 
und man kann sagen, da} die Anwesenheit einer Menge von 4 Tropfen 


einer gesaittigten Pottaschelésung (30 bis 33 Tropfen l ecem) in der 
angegebenen Fliissigkeitsmenge mit Sicherheit nicht stért. Durch 


vorsichtige Zugabe von Salzsiure zu der kalten Lésung kann die 
Kohlensiureentwicklung so verzégert werden, daB auch bei doppelter 
Menge Pottasche noch gute Resultate erhalten werdén. 


Tabelle III. 


Titration kleiner Mengen von Jod nach Oxydation mit Chlorwasser bei 
Zusatz von K,CO,. 





dentin Tropfen Ky CO 3-Lsg Tropfen HC] 1:1 Verbrauchte cem 
y Jod vorgelegt zugesetzt zugesetzt Nay So Oy-Lisung 
20 0 Ss 0,495 
20 1 10 0,490 
20 2 12 0,493 
20 3 14 0,495 
20 4 16 0,495 
20 5 18 0,486 
20 6 20 0,490 
2 8 24 (0.482 
20 10 28 0,486 
Hieraus berechnet sich, da} bei Verbrennung, z. B. von 5g von 
Substanzen mit einem Jodgehalt bis herab zu etwa 0.4 mg-°,, noch 


ein aliquoter Teil der erhaltenen Fliissigkeit unmittelbar titriert werden 
kann. Dieses giinstige Verhaltnis wird verursacht durch den geringen 
Reagensbedarf der angegebenen Verbrennungsmethede 

In vielen Naturstoffen findet sich neben Jod auch Brom, welches 
bei der geschilderten Arbeitsweise wenigstens teilweise in die Endlésung 
gelangen kann. Reith! hat angegeben, daB bei der Bestimmung von 


' J. F. Reith, diese Zeitschr. 216, 257, 1929. 
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Jod mit Hilfe von Chlorwasser, wie oben beschrieben, Stérungen auf- 
treten. Es sollen zu hohe Werte erhalten werden durch Bildung von 
Bromsaure, welche aus Jodwasserstoffsiure Jod in Freiheit setzt. 
Die von Reith angegebenen Uberwerte sind viel geringer als der vor- 
handenen Brommenge entspricht, aber immerhin merklich und wiirden 
die Anwendung dieses Verfahrens meist unméglich machen. Die in 
Tabelle IV angefiihrte Versuchsreihe zeigt jedoch, daB bei unserer 
Arbeitsweise die Anwesenheit von Bromsalzen nicht stérend wirkt. 
Es darf angenommen werden, daB sich das Brom unter diesen Be- 
dingungen quantitativ als Chlorbrom verfliichtigt. Es ist damit erwiesen, 
da das Chlor fiir dieses Verfahren ohne weiteres als Oxydans verwendet 
werden kann, was den Vorteil mit sich bringt, daB es salpetrige Saure 
unschadlich macht und auch andere Stérungen — z. B. durch Staub 
und ahnliches — beseitigen kann, wozu Bromwasser als schwacheres 
Oxydationsmittel unter Umstainden nicht brauchbar ist. 


Tabelle IV. 


Titration kleiner Mengen von Jod bei Anwesenheit von Brom nach 
Oxydation mit Chlorwasser. 





Vorgelegt Verbrauchte ccm 
y Jod (als KJ) y Brom (als KBr) Hing Ss Opt toung 
0 5 0 
0 20 0 
0 200 } 0 
0 1000 0 
10 5 0,255 
20 20 0.510 
20 200 0,510 
20 1000 0,510 
20 (J als KJOs) 0 0,510 


Bei Substanzen mit wesentlich geringerem Jodgehalt muB nach der 
Verbrennung eine Konzentrierung des Jods bzw. eine Entfernung 
des gréBten Teils der Fremdsalze durchgefiihrt werden. Wir verfahren 
folgendermaBen : 

Die gesamte, nach der Verbrennung vorhandene Fliissigkeitsmenge 
wird in einem Becherglas weitgehend eingedampft und in eine Platin-(oder 
Gold-)Schale von 6 bis 7 em Durchmesser und flachem Boden iibergefihrt. 
Hierbei kann von den unléslichen Aschebestandteilen abfiltriert werden. 
Man kann jedoch meist darauf verzichten, da bei der weiteren Behandlung 
die ungelésten Anteile ohnedies entfernt werden und in mancher Hinsicht 
das Arbeiten sogar erleichtern. In der Platinschale wird bis zu einer in 
der Kalte diinnfliissigen Masse eingedampft und nun auf einmal so viel 
98 bis 99°.iger Alkohol (aus einem verzinkten Eisengefa®8 iiber Kalk 
destilliert) hinzugegeben, daB die Masse nach einigem Digerieren mit einem 
Glasstab zéh plastisch wird. Der Vorgang ist also der, da® das in der diinn- 
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flissigen Masse enthaltene Wasser zusammen mit den wegen ihrer Leicht- 
loslichkeit darin zum gr6Bten Teil gelésten Jodiden vom Alkohol auf- 
genommen wird. Es muB aber, wie gesagt, auf einmal eine geniigende Menge 
Alkohol zugesetzt werden, damit dieser nicht durch Wasseraufnahme zu 
verdiinnt wird (nicht weniger als 90 bis 95°,ig). Die benétigte Alkohol- 
menge richtet sich also nach der Menge der zu behandelnden Masse und 
deren Wassergehalt und kann nach kurzer Ubung leicht abgeschatzt werden. 
Es wird auf diese Weise verhindert, daB merkliche Mengen von anderen 
Salzen in den Alkohol iibergehen, wie es Reith! beobachtet hat, der wahr- 
scheinlich durch zu starke Verdiinnung des Alkohols diese unliebsame Er- 
fahrung gemacht hat. Der Alkohol wird von der z&h gewordenen Masse 
abgegossen (am besten in ein Erlenmeyerkélbchen mit angeschliffenem 
Aufsatz, der zum Abdestillieren des Alkohols in eine langere, schrag abwarts- 
gebogene Glasréhre auslaéuft). Weiteres Digerieren mit Alkohol entzieht 
der Masse das letzte Wasser und sie kann nun zu feinem Pulver verrieben 
werden. Nach vorsichtigem AbgieBen des letzten Alkohols gibt man eine 
sehr geringe Menge Wasser hinzu, da®8 der Riickstand eben wieder etwas 
plastisch wird. Dadurch tritt der von dem trockenen Pulver festgehaltene 
Alkohol aus. Er wird ebenfalls abgegossen und die Schale mit wenig Alkohol 
nachgespilt. Durch Zugabe von Wasser wird der Zustand der Masse wie 
bei Beginn der Alkoholbehandlung hergestellt und das gleiche Verfahren 
ein zweites Mal durchgefiihrt. Damit ist eine geniigende Extraktion des 
Jods erreicht und der Riickstand wird verworfen oder ‘kann fiir gewisse 
andere Untersuchungen? der Asche benutzt werden. Nach Abdestillieren 
des Alkohols aus den vereinigten Ausziigen wird der Salzrest mit Wasser 
quantitativ in eine diinnwandige Platinschale von etwa 10 ccm iibergefiihrt 
und in dieser zur Trockne verdampft. Der Riickstand, der sehr gering 
sein soll, und im wesentlichen aus den Jodiden, etwas K,CO, und Spuren 
anderer nicht st6render Salze besteht, wird iiber der Sparflamme eines 
Bunsenbrenners, ohne das Schalechen zu gliihen, an allen Stellen gleich- 
maBig einen Augenblick erhitzt, so daB der Vorgang nach | bis 2 Minuten 
beendet ist. Es werden dadurch letzte Reste von Alkohol und eventuell 
Spuren noch vorhandener, leicht zerstérbarer, organischer Substanzen 
entfernt. Der Riickstand wird mit etwas Wasser aufgenommen und iiber 
der Sparflamme kurz erwaérmt. Dadurch flocken eventuell vorhandene 
ungeléste Verunreinigungen (Staub, Kohlenteilchen u. &.) aus. Nun wird 
quantitativ in ein Titrierkélbchen filtriert und die Titration, wie oben an- 
gegeben, ausgefiihrt. Man kann bei allen nicht sehr jodarmen Substanzen 
eine Teilung der nach der Verbrennung vorliegenden Fliissigkeitsmenge in 
zwei bis drei gleiche Anteile vornehmen und durch getrennte Weiter- 
verarbeitung aus einer Verbrennung zwei bis drei Kontrollbestimmungen 
ausfiihren. 


In Tabelle V sind einige mit der eben angegebenen Arbeitsweise 
nach der Verbrennung mit der Apparatur Abb. 1b erhaltene Ergebnisse 
zusammengestellt. Die angefiikrten Werte beziiglich der Untersuchung 
von Lebertran geben einen Hinweis auf die von uns wiederholt fest- 
gestellte Tatsache, daB man auch bei griindlicher Extraktion mit 


1 J.F. Reith, diese Zeitschr. 224, 225, 1930. 


2 Val. J. Schwaibold, diese Zeitschr. 218, 318, 1930. 
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gewissen Verlusten rechnen muB, die sich aber in ertraglichen Grenzen 
halten (2 bis 5%). 

Zum SchluB sei noch folgendes bemerkt: Der eine von uns hat 
friher?, als nach der Veréffentlichung seiner Methode auch Reith ein 
teilweise ahnliches Verfahren bekannt gab, dieses kurz besprochen. 
Inzwischen hat Reith die zuerst angegebene Anordnung abgedndert? 
und festgestellt, daB damit die in der genannten Besprechung gemachten 
EKinwande hinfallig geworden sind. Doch ist zu bemerken, daB dem 
gleichen Abschnitt der eben angefiihrten Arbeit zu entnehmen ist, 
daB mit diesem Verfahren meist gelbliche Verbrennungsfliissigkeiten 
erhalten werden, wodurch die Weiterverarbeitung nicht unerheblich 
erschwert wird. Weiteres beziiglich des Titrationsverfahrens ist schon 
weiter oben behandelt worden. 


Tabelle V. 


Untersuchung verschiedener Stoffe auf Jod nach der mitgeteilten Methode. 





Zur Unter- 
suchung 
Dauer der 


+ der Substanz || benutzte Sete ne 
Art der Substanz nes Verbrennung Jodgehalt Bemerkungen 
5 y-° 0 
Scehle F; 7 : ezogen auf Trockensubstanz. 
Schlamm ... 30 2143 B f Trock I 
etwa 70 Min. ‘ Wassergehalt: 72,4 ° 
& : 30 J | 2188 AE. 
Gerstenstroh 5 | | 115,4 | 
é ~ me re Alkoholextraktionsverfahren 
. 5 50—55 115,6 aa hk 2 
“i ; 5 120,6 
Trockenmilch . 10 | | 32.7 Magnegentene des Materials un- 
ds sicher 
: 10 75—90 28.3 | ALE. 
: 0 | | 975 
Lebertran . . 5 1396 A. E. 
~ 5 2Std.20 , 1455 | Teile der Verbrennungs- 
5 | 1490 |  fliissigkeit direkt titriert 


Das saure AufschluBverfahren von Pfeiffer ist ebenfalls friiher 
auf Grund einiger praktischer Versuche besprochen worden. Es sind 
inzwischen eine Reihe von Abanderungen bzw. Zusatzeinrichtungen 
zu dieser Apparatur bekanntgegeben® worden (in letzter Zeit auch 
laut miindlicher Bekanntgabe beziiglich der Absorptionseinrichtung), 
so daB wir, abgesehen von einer Kiirzung des angegebenen Zeitauf- 
wandes, bis jetzt nicht in der Lage sind, die friihere Besprechung* 


~ 


J. Schwaibold, 1. ec. 

J.F. Reith, diese Zeitschr. 224, 237, 1930. 

G. Pfeiffer, diese Zeitschr. 231, 244, 1931. 

J. Schwaibold, Zeitschr. f. analyt. Chem. 78, 176, 1929. 
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zu revidieren, zumal wir nach der in einer Mitteilung! angegebenen 
Anderung der Absorptionseinrichtung in einigen Versuchen Unterwerte 
erhielten. 

Zusammenfassung. 

Zu der friiher bekanntgegebenen Methode zur Verbrennung von 
organischem Material in einem geschlossenen System mit Sauerstoff 
ohne sonstige Reagenzien wird eine Neukonstruktion des Verbrennungs- 
raumes beschrieben, welche sich besonders fiir gréBere Mengen schwer 
verbrennbaren Materials eignet. Die Arbeitsweise ist im Prinzip dieselbe 
wie bei dem urspriinglichen Verfahren, welches nach wie vor fiir 
kleinere Substanzmengen mit Vorteil angewendet werden kann. 

Es wird die titrimetrische Bestimmung kleiner Mengen von Jod 
nach Oxydation mit Chlorwasser beschrieben und deren allgemeine 
Anwendbarkeit nachgewiesen. Weiter wird eine Arbeitsweise zur 
Isolierung von Jod bei Vorhandensein sehr kleiner Mengen angegeben, 
sowie die Méglichkeit beschrieben, wie bei etwas jodhaltigeren Sub- 
stanzen durch Anwendung der oben angegebenen Verbrennungsmethode 
unmittelbar in Teilen der erhaltenen Flissigkeit das Jbd titrimetrisch 
bestimmt werden kann, was die Sicherheit und Genauigkeit der Be- 
stimmung erhéht und den Zeitaufwand stark verringert. 


‘ G. Pfeiffer, diese Zeitschr. 228, 146, 1930. 








Uber den Einflu6B der Blausiure auf die Gewebsatmung. 


Von 


I. Banga, L. Sebneider und A. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 4. August 1931.) 


Entsprechend den Anschauungen O. Warburgs wird der Sauerstoff, 
bevor er bei der Gewebsatmung in Reaktion tritt, durch ein besonderes 
Ferment, das ,,Atmungsferment’, aktiviert. Dieses Ferment, ohne 
das es keine Atmung geben soll, wird durch geringe Mengen von Blau- 
siure beinahe vollstandig inaktiviert. Aus den Arbeiten D. Keilins 
geht herver, daB das Atmungsferment O. Warburgs mit der Indo- 
phenoloxydase identisch ist und in vivo zur Oxydation des Cytochroms 
dient. Dizon und Elliott! haben darauf aufmerksam gemacht, daB 
in Phosphatlésung im Barcroftschen Respirometer die Atmung ver- 
schiedener Gewebe durchschnittlich nur bis zu 60° durch Blausdure 
inaktiviert wird. Von Warburg? und Mitarbeitern, hauptsichlich 
Alt®, wurde dieser Befund dem Umstand zugeschrieben, daB die eng- 
lischen Forscher an Stelle von Ringerlésung Phosphatlésung als 
Suspensionsfliissigkeit verwendeten und in Abwesenheit von CQ, 
arbeiteten. 

Es ist der Zweck vorliegender Arbeit, zur Klirung dieser Frage 
beizutragen. Es wurde die Blausiureempfindlichkeit der Gewebe 
in verschiedenen Lésungen untersucht. Auf den EinfluB von CO, 
wurde die Untersuchung nicht ausgedehnt. 


I. Methodik. 


Die meisten Versuche wurden mit dem Herzmuskel des Schweines 
ausgefiihrt. Das Herz wurde sobald wie méglich, etwa 30 Minuten nach 
dem Tode des Tieres, ausgeschnitten und, in Eis gepackt, zum Laboratorium 
gebracht. Hier wurde es sofort in der Latapie-Hackmaschine zerkleinert. 


‘ M. Dixon u. K. A. Elliott, Biochem. Journ. 23, 812, 1929. 
2 O. Warburg, diese Zeitschr. 231, 493, 1931. 
3 H. L. Alt, ebendaselbst 221; 498, 1930. 
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Die GréBe der Stiickchen nach dem Zermahlen betrug 0.1 bis 0,01 emm, 
im Durchschnitt 0,025cmm. Der zermahlene Muskel wurde in Phosphat- 
lésung (m/15, px 7), Ringerlésung, Extrakt oder Serum suspendiert. Der 
Extrakt wurde aus Herzmuskel derart hergestellt, da8S der Muskel mit 
dem gleichen Gewicht destillierten Wassers versetzt, auf 80°C erwiérmt, 
schnell gekiihlt und filtriert wurde. Die Gewebe anderer Tiere (Kaninchen, 
Meerschweinchen) wurden sofort nach dem Tode verarbeitet. Alle Suspen- 
sionen und sonstiges Material wurden stets auf Eis bewahrt. 


1g des Gewebsbreies wurde stets in 3ccem Fliissigkeit suspendiert 
und fiir den Versuch 1,5 cem dieser Suspension in das Respirometer ein- 
gefiihrt. In allen Versuchen wurde also etwas weniger als 0,5 g¢ Gewebe 
verwendet. Im Respirometer wurde die Suspension mit 1,5 cem der ent- 
sprechenden Lésung (Ringer, Phosphat, Extrakt oder Serum) und mit 
leem Wasser oder neutralisierter Blausiurelésung versetzt. Die CO, 
wurde durch mit NaOH getranktes Papier gebunden. Die Respirometer 
wurden in Wasserhiaider von 37°C eingetaucht. Nach Erreichen des Tem- 
peraturgleichgewichts (10 Minuten) wurden die Hahne geschlossen, die 
Ablesungen nach 10 Minuten begonnen und weiter 30 Minuten lang alle 
10 Minuten wiederholt. Die in den Tabellen wiedergegebenen Werte be- 
deuten den in 40 Minuten verbrauchten Sauerstoff (feucht,'’37° C). 


Gewaschener Muskel wurde nach TJhunberg durch zweimaliges 
Suspendieren in der 20fachen Wassermenge (20 Minuten) bereitet. In 
den Versuchen, in denen die Reduktion von Methylenblau nach Thun- 
berg untersucht wurde, wurde in die entsprechenden Vakuumrdéhren! 
dieselbe Suspension wie in das Respirometer eingefiihrt. AuBerdem 
wurde lecm Methylenblau in das Seitengefé8 eingebracht und nach 
dem Evakuieren zuflieBen gelassen. 


II. Einflu8 der Blausiure auf die Sauerstoffaufnahme. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle Il zusammengestellt. 


Aus den Versuchen | bis 16 geht hervor, daB die Suspensionsfliissigkeit 


keinen eindeutigen Einflu8 auf die Blauséiureempfindlichkeit hat. Die 
Hemmungen variieren bei m/1000 Blaus&éure von 2 bis 45°, bei m/100 
Blauséure von 19 bis 79°. In zwei Versuchen wurde die Sauerstoff- 


aufnahme durch m/1000 Blauséure etwas geférdert. 

Aus den Versuchen 17 bis 32 geht hervor, daB die Sauerstoffaufnahme 
des in Ringer suspendierten Muskels durch m/1000 HCN bloB zu 2 bis 41°, 
gehemmt wird, im Mittel zu 23%. 

Bei m/100 Blausaure steigt die Hemmung gemittelt auf 60° 

Aus den Versuchen 33 bis 51 geht hervor, daB die verschiedenen Organe 
sich mit ziemlich weiten individuellen Abweichungen im groBen und ganzen 
ahnlich verhalten. 

Diese Versuche, die in guter Ubereinstimmung sind mit den Ergebnissen 
von Dixon und Elliott, zeigen also, daB die tierischen Gewebe im Barcroft- 
schen Reapirometer in ihrer Atmung durch Blausdure nur teilweise gehemmt 
werden. 


1 A. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 150, 202, 1924. 
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Tabelle I. 
Nr Medium Material Blausiure “_ ae val parsied . el 
mol. Konz. ohne Blauséure| mit Blauséure No 

l Ringer Herzmuskel 0,001 252 247 2 
2 || Phosphat a 0,001 493 272 45 
3 Serum > 0,001 257 238 7 
4 Extrakt 0,001 570 533 6 

5 tinger 0,001 393 312 18 
6  Phosphat “ 0.001 406 465 sm 4S 

7 Serum 0,001 286 169 41 

8 | Extrakt 0,001 360 395 i) 

9 Ringer re 0.001 385 268 31 
10 Phosphat . 0,001 468 320 32 
11 Ringer . 0,01 338 70 79 
12 Phosphat nf 0,01 432 245 44 
13 Extrakt a 0,01 460 191 58 
14. ~Ringer P 0,01 280 142 49 
15 | Phosphat 0,01 338 169 50 
16 | Extrakt a 0,01 371 299 19 
17. _—‘ Ringer ‘ 0,001 252 247 2 
18 a + 0,001 385 268 32 
19 " 0,001 355 217 39 
20 - 0,001 295 232 41 
21 - ss 0,001 234 209 11 
22 " 0,001 263 227 27 
23 mi 0,001 393 312 18 
24 | e " 0,001 317 246 22 
25 i = 0,008 263 140 47 
26 A x 0,008 355 113 68 
27 . 0,008 295 130 66 
28 “ sd 0,008 196 108 45 
29 i i 0.01 338 70 79 
30 me - 0,01 304 142 53 
31 a * 0,01 280 142 47 
82) Ringer | Kaninchen, Herz 0,001 123 67 46 
33, Phosphat - 0,001 433 245 44 
34 Ringer Korpermuskel 0,001 43 23 47 
35 | Phosphat > 0,001 133 71 47 
36 Ss Ringer Niere 0,005 278 162 42 
37 ss Meer- | Herz 0,005 81 95 — 15 
38 ‘ schwein- | Leber 0,005 80 40 50 
39 . chen | Gehirn 0,005 192 110 43 
40 a Kérpermuskel 0,005 43 49 — 9 
41 m Kaninchen, Niere 0,01 486 191 61 
42 _: ms Herz 0,01 99 49 0 
43 - a Gehirn 0,01 174 69 60 
44 ” a Leber 0,01 96 91 5 
45 * ‘ Kérpermuskel 0,01 63 74 —15 
46 J “ Leber 0,002 155 76 51 
47 " a Gehirn 0,002 147 67 54 
48 . “ Niere 0,002 490 198 60 
49 a Herz 0,002 118 79 33 
50 A : Kérpermuskel 0,002 46 16 65 











em- 
ung 


32 
79 
44 
58 
49 
50 
19 
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ILI. Die Sauerstoffaufnahme in Gegenwart von Blausiiure und Bernsteinsiure. 

Es fragte sich, wie sich die HC N-Empfindlichkeit des Gewebes gestaltet. 
wenn aktiver Wasserstoff der Oxydation in geniigender Menge zur Ver 
fiigung steht und die Sauerstoffaufnahme bestimmt nicht durch die Menge 
des verfiigbaren Wasserstoffs beschrankt werden kann. 


Aus diesem Grunde wurde in einer Reihe von Versuchen dem System 


0,5°. bernsteinsaures Natrium zugesetzt. Die Ergebnisse sind in det 
Tabelle Il zusammengestellt. Die Versuchsnummern entsprechen det 


Tabelle I, so daB die Resultate mit den Messungen ohne Bernsteinsiéiure 
verglichen werden kénnen. 


Tabelle 11. 





O,-Aufnahme in emm 


Nr Medium Blauséure Hemmung 
mol. Konz. ohne Blausd&ure mit Blauséure 

Ringer 0,001 427 301 29 
> 0,002 = 208 49 
0,001 . 432 6 
0,002 461 397 | 24 
0,001 320 247 22 
0,002 259 18 
9 . 0,001 309 224 28 
11 Ringer 0,01 383 241 36 
12 Phosphat 0,01 620 443 29 
13 Extrakt 0,01 646 432 33 
14 Ringer 0,01 417 77 82 
15 Phosphat 0,01 508 81 84 
16 Extrakt 0,01 523 191 63 


In allen Versuchen wurde die Sauerstoffaufnahme durch Bernstein- 
siure wesentlich gesteigert, der durchschnittliche Wert der prozentualen 
Hemmung durch Blausaéure blieb aber derselbe. 


IV. Messung der Aktivitit der Indophenoloxydase und ihrer Blausiiure- 
empfindlichkeit. 


Es wurde im vorangehenden Kapitel gezeigt, daB unter den angegebenen 
Versuchsbedingungen die Atmung der Gewebe nur zum Teil gegen Blau- 
siure empfindlich ist. Es fragte sich nun, ob dieses Resultat sich dadurch 
erklaren la8t, daB die Indophenoloxydase bzw. das Atmungsferment nut 
teilweise durch Blauséure gehemmt wird. 

Die Untersuchung dieser Frage st6Bt auf gewisse theoretische Schwierig- 
keiten. Es wurde von J. D. Guthrie', sowie einem von uns? darauf auf- 
merksam gemacht, daB die Aktivitat einer Phenoloxydase nur in Gegenwart 
eines geeigneten Reduktionsmittels gemessen werden kann. Ohne dieses 
wird die Reduktion durch die priméren und sekundéren Oxydations 
produkte des Phenols gestért. In Gegenwart eines Reduktionsmittels 


1 J. D. Guthrie, Journ. Amer. Chem. Soc. 52, 3614, 1930. 
2 A. Szent-Gyorgyi u. K. Vietorisz, diese Zeitschr. 233, 236, 1931. 
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werden die Oxydationsprodukte sogleich wieder zur Ausgangssubstanz 
reduziert. Diese Anschauung wurde durch die vorliegenden Versuche voll- 
auf bestatigt. Als Reduktionsmittel wurde die Hexuronsdure! verwendet. 

Der gewaschene, in Ringer suspendierte Muskel wurde mit 2°,igem, 
neutralisiertem p-Phenylendiamin versetzt, so daB die Endkonzentration 
0,5°% betrug. Nach Erreichen des Temperaturgleichgewichtes wurden die 
Ablesungen wie sonst begonnen ?*. 

Unter diesen Bedingungen verbrauchte der Muskel in 20 Minuten 
150 emm O,, wovon 20 emm fiir die Autooxydation des Diamins abgezogen 
werden miussen. Der Oxydation des Diamins durch den Muskel ent- 
sprachen also 130 emm O,. In Gegenwart von 2°, neutralisierter Hexuron- 
séure ? wurden 830 cmm QO, verbraucht. Von diesem Werte muB der Betrag 
abgezogen werden, der der Autooxydation des Systems: Hexuronsaéure 
plus p-Phenylendiamin entspricht*®, 255 emm. In Gegenwart des 
Reduktionsmittels wird also das Diamin durch den Muskel entsprechend 
dem Verbrauch von 575cmm Q,, also mehr als viermal starker oxydiert 
als ohne Reduktionsmittel. 

In Gegenwart von Blauséure (m/100 Konzentration) verbraucht 
das System: Muskel, p-Phenylendiamin, Hexuronséure in 20 Minuten 
215 emm Sauerstoff. Ohne Muskel verbraucht dasselbe System in 20 Minuten 
225cmm. In Gegenwart von Blausaure wird also die Oxydation des Diamins 
durch den Muskel nicht beschleunigt. 

Eine Wiederholung des Versuchs ergab ein éhnliches Resultat. 

Die enorme Leistungsfaihigkeit der Indophenoloxydase kommt also 
nur in Gegenwart eines Reduktionsmittels zum Ausdruck. Die gefundene 
Sauerstoffaufnahme entspricht 86 cmm O, pro Gramm und Minute. Ohne 
Reduktionsmittel erhaélt man weniger als ein Viertel dieses Wertes, und die 
Messung ergibt somit ganz unreelle Werte. 

Etwas giinstiger liegen die Verhaltnisse fiir die Oxydation des Diamins, 
wenn ungewaschener Muskel verwendet wird. In diesem Falle wird das 
durch die Oxydation des Diamins entstandene Diimin zum Teil durch die 
Dehydrogenasen wieder reduziert. Mehrere Messungen wurden auch mit 
ungewaschenem Muskel und Diamin bei variierter HCN-Konzentration 
(m/100 bis m/1000) ausgefiihrt. In allen Fallen wurde die Sauerstoff- 
aufnahme des Systems: Muskel plus Diamin durch Blauséure auf den 
Wert zuriickgebracht, den Muskel allein mit Blauséure ohne Diamin zeigte. 

Aus diesem Versuch kann also geschlossen werden, daf die Oxydation des 
p-Phenylendiamins durch die Indophenoloxydase durch Blausdure praktisch 
vollkommen gehemmt wird, welches Resultat sich in Ubereinstimmung 
mit den Arbeiten O. Warburgs und D. Keilins befindet. 


V. Die Blausiureempfindlichkeit der Bernsteinsiureoxydation. 


Die HCN-Empfindlichkeit der Oxydation der Bernsteinséure durch 
gewaschenen Muskel wurde aus einem doppelten Grunde untersucht. 


1 4. Szent-Gyérgyi, Biochem. Journ. 22, 1387, 1928. 

2 Bei diesen Versuchen wurde als Lésungsmittel aus GlasgefaBen 
iiber Glaskiihler destilliertes Wasser verwendet. Als Suspensionsfliissigkeit 
diente Ringerlésung. 

3 Der gewaschene Muskel selbst verbraucht keinen Sauerstoff. Auch 
hat der Muskel keinen direkten Einflu8B auf die Hexuronséure. 
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Erstens schien es erwiinscht, die HCN-Empfindlichkeit an einem wohl- 
bekannten, einfacheren System zu untersuchen. Zweitens fragte es sich, 
ob die Verteilung der Atmung auf einen HCN-empfindlichen und HCN- 
unempfindlichen Teil sich nur bei der Verwendung natiirlicher Wasserstoff- 
donatoren nachweisen l46t, oder aber sich diese Verteilung auch bei 
einem ganz verschiedenen System nachweisen laBt. 

Die Versuche wurden mit gewaschenem, in Ringer suspendiertem Herz- 
muskel und Bernsteinséure angestellt. Gewaschener Muskel allein gibt 
keine Sauerstoffaufnahme. Die Ergebnisse sind in der Tabelle [1] dargestellt 
(m/100 HCN). 

Tabelle 111. 


O,-Aufnahme mit Bernsteinséure. 





Ohne HCN Mit HON ora 

0 
309 224 28 
383 241 36 
620 443 29 
646 432 33 
417 77 82 
508 81 84 
523 191 63 


Es zeigt sich somit, dai auch die Bernsteinsdureoxydation durch ge- 
waschenen Herzmuskel nur zum Teil HC N-empfindlich ist’. 


VI. Der EinfluB der Blausiiure auf die Wasserstoffaktivierung bzw. die 
Reduktion des Methylenblaus. 


Es wurde im zweiten Teil gezeigt, daB m/100 HCN die Atmung in 
héherem MaBe hemmt als m/1000. Wie aus Teil IV ersichtlich, wird die 
Indophenoloxydase bereits durch m/1000 HCN vollstandig gehemmt. Es lag 
nahe, daran zu denken, daB hdéhere Konzentrationen der Blausaure, 
wie m/100, die Wasserstoffaktivierung beeintrachtigen und hierdurch die 
starkere Hemmung verursachen. Es wurde bereits friiher von M. Dixon 
gezeigt, da®B héhere Konzentrationen der Blauséure die Wasserstoff- 
aktivierung des Schardinger-Ferments hemmen. 


Als Indikator der Wasserstoffaktivierung wird meistens die Reduktion 
des Methylenblaus nach Thunberg verwendet. Wir bestimmten also die 
Reduktionszeit ungewaschenen Muskels (in Ringer), gewaschenen Muskels 


! Dieses Ergebnis steht scheinbar im Widerspruch zu friiheren Ver 
suchen, in denen von einem von uns gezeigt wurde (Szent-Gydrqyi, diese 
Zeitschr. 150, 195, 1924), daB die Oxydation der Bernsteinséure durch 
K6rpermuskel durch Blauséure stark gehemmt. wird. Dieser Widerspruch 
konnte durch den Befund geklart werden, da8 minder resistenter Muskel, 
wie z. B. der Kérpermuskel des Kaninchens, durch Waschen HCN-emp 
findlicher wird. Durch wiederholtes Waschen kann die HC N-Empfindlich- 
keit bis iiber 90°, gesteigert werden. Hierbei verliert aber die gesamte 
Oxydation auch an Intensitét, so da scheinbar die Veranderung in 
einem Verlust des HCN-unempfindlichen Teiles der Respiration besteht. 





‘i; 
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mit Extrakt (1,5 cem) und gewaschienen Muskels in Gegenwart von Succinat 
(0.2°,), und zwar bei verschiedenen Konzentrationen der Blauséure. 

Das Ergebnis zweier derartiger Versuche ist in der Tabelle IV wieder- 
gegeben. In Versuchsreihe I sind die Reduktionszeiten des ungewaschenen 
Muskels verzeichnet. Reihe II gibt die Reduktionszeit des gewaschenen 
Muskels mit Extrakt, Reihe III des gewaschenen Muskels mit Bernsteinséure. 
In der Reihe IV ist die prozentuale Hemmung der Bernsteinséureoxydation 
angegeben, wie sie im aeroben Versuch durch Messung der O,-Aufnahme 
gefunden wurde. Ohne Blauséure wurden im ersten Versuch durch den 
Muskel in 40 Minuten in Gegenwart von Bernsteinséure 320. im zweiten 
Versuch 430 ¢mm O, aufgenommen. 


Tabelle 1V. 





mol. Konz. Blausiure 


Versuchs- 

reihe a te = 
0 0.01 } 0,005 0.0025 0,001 25 

I 3'50" 4'36" 4'30" 3'50” 

II 40 " 6'30" 5'20" 5’0 " 

Ifl 6'20' 9’) " 930" 6'30" 
as G 48% 18 % 18 % 22 9, 
I 4'30" 6'15" 5'45" 50" 4’30"" 

II 7'30”" 90 "’ 8'30" 730” 

IT] 90” a6.” 14’0 ' 90 '" 
I\ 0 83 %, 70% 51% 29% 


Aus dieser Tabelle geht hervor. daB 0,005 mol. HON noch deutlich dic 
Wasserstoffaktivierung hemmt. Will man also die Sauerstoffaktivierung 
durch Indophenoloxydase allein hemmen, so diirfen nur Konzentrationen 
unter 0,001 25 mol. verwendet werden. 


Zusammenfassung und Besprechung. 


‘\us den vorstehenden Versuchen geht hervor, daB die Atmung 
des Herzmuskels und verschiedener Gewebe im Barcroftschen Respiro- 
meter nur zum Teil gegen HCN empfindlich ist. Soll die Wirkung 
der Blausiure allein auf die Sauerstoffaktivierung untersucht werden, 
so diirfen keine héheren Konzentrationen als n/1000 verwendet werden. 
Durch héhere Konzentrationen wird auch die Wasserstoffaktivierung 
gehemmt. 

Auch die Oxydation der Bernsteinsaéure durch schonend  ge- 
waschenen Herzmuskel ist, ahnlich wie die Spontanatmung, nur zum 
Teil HCN-empfindlich. 

Die unvollkommene Empfindlichkeit gegeniiber Blausiure kann 
nicht auf eine partielle Empfindlichkeit der Indophenoloxydase zuriick- 
gefiihrt werden, da dieses Ferment durch Blausdure vollstindig ge- 


hemmt wird. 
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Aus diesen Versuchen mu geschlossen werden, das unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen entweder der aktivierte Wasserstoff 
zum Teil autooxydabel ist! oder daB auBer der Indophenyloxydase 
(Atmungsferment) auch noch andere Sauerstoffaktivatoren (das 
autooxydable Cytochrom) im Spiele sind. 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Ella Sachs-Plotz-Stiftung 
ausgeftihrt. 


! Es wurde versucht, fiir diese Moéglichkeit im Nachweis von Wasser- 
stoffperoxyd eine Stiitze zu erbringen. Es wurde aber gefunden, daB selbst 
in Gegenwart von Blauséure die Katalase des gewaschenen Gewebes noch 
geniigend aktiv ist, um das mdglicherweise entstandene Peroxyd zu zer- 


setzen, und somit eine Beweisfiihrung auf diese Weise unmodglich macht. 








Uber den Einflu6B der arsenigen Siure auf die Gewebsatmung. 


Von 


I, Banga, L. Schneider und A. Szent-Gydrgyi. 





(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 4, August 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus den Arbeiten der letzten Jahrzehnte geht mit Deutlichkeit 
hervor, daB die Gewebsatmung einen sehr verwickelten Vorgang dar- 
stellt. Jeder Fortschritt auf diesem Gebiet ist von der Frage abhangig, 
wie weit wir imstande sind, die einzelnen Systeme oder die Teile der 
verschiedenen Systeme von den anderen zu trennen und isoliert zur 
Beobachtung zu bringen. Die Forschung bediente sich auf diesem 
Gebiet bereits wiederholt gewisser Gifte, mit denen einzelne Teile 
des Systems isoliert ausgeschaltet werden kénnen. Allgemein bekannt 
sind die klassischen Untersuchungen O. Warburgs, in denen er durch 
das Studium der Blauséurevergiftung den Begriff der Sauerstoff- 
aktivierung in die Physiologie einfiihrte. Das gesamte System der 
Zelloxydation ist trotz glanzender Erfolge jedoch erst zum Teil geklart. 
Darum scheint jedes weitere Bestreben, die einzelnen Teile des Systems 
isoliert zum Ausfall bzw. zur Beobachtung zu bringen, gerechtfertigt. 

Die Wirkung der arsenigen Saéure auf die Gewebsatmung war bereits 
wiederholt Gegenstand der Untersuchung. Der starke hemmende EinfluB 
der Séure auf die Gewebsatmung wurde in Warburgs Laboratorium zuerst 
durch Onaka! beobachtet, der die groBe Ahnlichkeit der Arsen- und Blau- 
siurewirkung hervorhob. Spater beschaftigte sich Dresel? mit der Arsen- 
vergiftung im selben Laboratorium. Dresel fand die Atmung des Leber- 
gewebes durch Arsen stark herabgesetzt, wahrend die Milchséurebildung 
des Jensen-Sarkoms unbeeinfluBt blieb. Barry, Bunbury und Kennaway?* 
untersuchten den Einflu8 des Arsens auf die Xanthinoxydase und _ ver- 
schiedene kolloide Katalysatoren. 


! Onaka, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 433, 1911. 
Dresel, diese Zeitschr. 178, 70, 1926. 
3G. Barry, E. Bunbury u. E.L. Kennaway, Biochem. Journ. 22 


-——s 
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Auch einer von uns! beschaéftigte sich bereits friiher mit der arsenigen 
Saéure. Es wurde gefunden, da’ entsprechend den Angaben Onakas und 
Dresels die Atmung des Lebergewebes, ahnlich wie durch Cyan, durch 
arsenige Saéure stark gehemmt wird. Es wurde aber zugleich gezeigt, daB 
beide Gifte einen verschiedenen Wirkungsmechanismus haben. Wahrend 
die Blauséure die Sauerstoffaktivierung bzw. das Atmungsferment (Indo- 
phenoloxydase, Cytochromoxydase) ausschaltet, hat arsenige Saéure auf 
dieses Ferment keinen EinfluB. 

Der Einflu8 der arsenigen Séure auf die Wasserstoffaktivierung wurde 
speziell bei der Bernsteinséure untersucht. Das Gift hat auf diese Wasser- 
stoffaktivierung keinen wesentlichen EinfluB. Auch die Entfarbung des 
Methylenblaus durch ungewaschenes Gewebe wurde nicht in dem Ausma8 
gehemmt, wie die gesamte Atmung. Es wurde hieraus geschlossen, daB 
die Atmungshemmung durch arsenige Séure auch nicht durch eine Hemmung 
der Wasserstoffaktivierung erklart werden kann. 

Neue Erfahrungen, die wir iiber Methylenblaureduktion gewonnen 
haben (s. nachfolgende Mitteilung), haben den Reduktionsversuchen 
mit ungewaschenem Gewebe die Beweiskraft genommen. Hingegen 
schien es ungeniigend, die genannte SchluBfolgerung auf einen Spezial- 
fall, der Oxydation der Bernsteinsiure, beruhen zu lassen. Wie be- 
kannt, zeigt die Oxydation der Bernsteinséure von verschiedenem 
Standpunkt aus ein besonderes Verhalten. Es erschien also wiinschens- 
wert, die Frage des Wirkungsmechanismus der arsenigen Saéure unter 
Beriicksichtigung der neueren Erfahrungen nochmals zu untersuchen. 
Zugleich schien eine nahere Erkenntnis dieser Vergiftung auch eine 
tiefere Einsicht in den Mechanismus der biologischen Oxydation zu ver- 
sprechen. 

Die Methodik, die in vorliegender Arbeit angewendet wurde, war dieselbe 
wie die in unserer vorhergehenden Arbeit beschriebene. Die Lésung der 
arsenigen Séure wurde durch Kochen von As,O, in Wasser hergestellt. 
Die Lésung wurde in Gegenwart von Bicarbonat mit Jod titriert, die Werte 
entsprechend der Gleichung 1 Mol. 4n umgerechnet. Wo nicht anders 
angegeben, wurde die arsenige Séure stets in der Konzentration m/640 

1,56. 10-3 verwendet. 


Beobachtungen iiber Suspensionsfliissickeit, Gewebsart und 


HCN-Wirkung. 
Das Resultat einiger Versuche mit verschiedener Suspensionsfliissigkeit 
und verschiedenen Geweben ist in Tabelle 1 dargestellt. Aus Versuchen | 


bis 16 und 32 bis 35 geht hervor, daB die Art der Suspensionsfliissigkeit 
(Serum, Ringer und Phosphat) keinen wesentlichen EinfluB auf die GréBe 
der Hemmung hat. Im Extrakt ist die Hemmung etwas geringer. Der 
Grund hierfiir wird spater besprochen. 

Wie aus Versuchen 17 bis 31 hervorgeht, zeigt der Herzmuskel in 
allen Versuchen eine gleichmaSige Hemmung, die um 80°, liegt. In etwa 
30 weiteren Versuchen, in denen der Herzmuskel eine wohlerhaltene Atmung 


1 4. Szent-Gyérgyi, Biochem. Journ. 24, 1723, 1930. 
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Tabelle I. 
Og Aufnahme in emm 
Medium Material onets diastase ernie Hemmung 

1 Ringer Herzmuskel 252 70 76 

2 Phosphat 493 75 72 

3 Serum 257 93 74 

+ Extrakt 570 260 54 

a) Ringer " 393 61 84 

7 Serum is 286 87 70 

S Extrakt = 360 159 56 

9 Ringer 385 81 79 
10 Phosphat 468 163 65 
11 Ringer 338 81 76 
12 Phosphat 432 &2 81 
13 Extrakt 460 169 63 
14 Ringer 280 2 81 
15 Phosphat ~ 338 110 77 
16 Extrakt 371 205 45 
17 Ringer “4 252 70 76 
18 385 81 79 
23 393 61 84 
29 338 81 76 
31 280 52 51 
32 Ringer Kaninchen, Herz 123 45 63 
33 Phosphat 433 45 90 
34 Ringer Korpermuskel 43 14 67 
35 Phosphat i * 133 43 67 
36 Ringer Meerschweinchen, Niere 278 156 43 
37 is Herz 51 52 36 
38 ‘ Leber 80 51 36 
39 Gebirn 192 87 55 
41 J Kaninchen, Niere 486 165 66 
42 e Herz 99 56 44 
43 is s Gehirn 174 118 31 
44 Leber 96 97 29 
46 - Leber 155 85 45 
47 - a Gehirn 147 80 47 
48 Niere 490 163 67 
49 < Herz 118 79 30 
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zeigte (in der Tabelle nicht wiedergegeben), wurde dasselbe Resultat 
erhalten. 

Die Versuche 36 bis 49 zeigen, daB alle Organe eine ausgesprochene 
Arsenempfindlichkeit zeigen. 

Es ist bereits aus diesen Versuchen ersichtlich, da8 in Priaparaten, die 
eine héhere, wohlerhaltene Atmung zeigen, die Arsenempfindlichkeit eine 
héhere ist. Es wurde im Laufe der Arbeit gefunden, da® der arsenempfind 
liche Teil der Atmung viel labiler ist und heim Beschiadigen des Muskels 
zuerst zugrunde geht, wahrend der arsenempfindliche Teil relativ besser 
erhalten bleibt. Aus diesem Grunde scheinen die Werte mit héherer Sauer- 
stoffaufnahme und héherer Arsenempfindlichkeit den  physiologischen 
Verhaltnissen naher zu liegen. Die parenchymatésen Organe, wie Leber 
und Niere, sind viel empfindlicher als der Herzmuskel und zeigen beim 
Lagern eine viel raschere Abnahme ihrer Atmung als der Herzmuskel. 

In der Tabelle sind nur diejenigen Versuche wiedergegeben, bei denen 


auch die HCN-Empfindlichkeit gemessen wurde. Die Versuche kénnen 
mit der Tabelle 1 der vorhergehenden Arbeit verglichen werden. Beim 


Vergleich der Blausaéure- und Arsenhemmung gelang es auf keine Weise, 
einen ZahlenmaSigen Zusammenhang zwischen beiden Hemmungen zu 
finden. Wird neben Blauséiure auch gleichzeitig Arsen zugesetzt, so 
findet man meistens ein weiteres Ansteigen der Hemmung, jedoch ohne 
eindeutige Beziehungen. 


Die Art der Atmungshemmune. 


Die Atmung verschiedener Gewebe wurde bei verschiedener Kon- 
zentration des Giftes untersucht. Stets wurde dasselbe Resultat e1 
halten. Bereits geringe Konzentrationen des Giftes haben einen stark 
hemmenden FinfluB. Mit steigender Konzentration steigt die Hemmung 
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Abb. 1 


rasch an. Danach tlacht die Kurve plotzlich stark ab und zeigt asymptoti- 
schen Charakter. Beim Muskelgewebe ist der asymptotische Verlauf der 
Kurve schon zu Beginn der Ablesungen deutlich. Bei Nierengewebe ist 
dies in den ersten 10 Minuten der Ablesung noch nicht deutlich, kommt 
aber nach dieser Zeit unzweideutig zum Ausdruck. Dies ist offenbar durch 
die bekannte geringe Fahigkeit der Saéure, in das Giewebe einzudringen, 
bedingt. Ergebnisse derartiger Versuche sind in der Abb. | wiedergegeben. 
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Aus diesen Kurven geht hervor, daB bereits Konzentrationen der 
arsenigen Saéure wie 0,78. 10-3 mol. eine maximale Hemmung auszuiiben 
vermégen!?. 

Das wesentliche Ergebnis dieser Versuche, das aus dem asym- 
ptotischen Verlauf der Kurven besonders deutlich hervorgeht, ist, daB 
das Arsen nicht die gesamte Atmung zu einem gewissen Teil hemmt, 
sondern daB das Arsen die gesamte Atmung in scharfer Weise in zwei 
Tile teilt, in einen gegen Arsen empfindlichen und einen gegen Arsen 
unempfindlichen. Diese Folgerung wurde durch die spaiteren Versuche 
(s. 8.488) in unzweideutiger Weise erwiesen. Es ist also méglich, 
durch Arsen die Atmung in scharfer Weise in zwei Teile zu zerlegen. 
Im folgenden wird der Kiirze halber der As-empfindliche Teil der Atmung 
als ,,Atmung A“, der As-unempfindliche Teil als ,,Atmung B“ bezeichnet. 


Einleitende Versuche zur Isolierung der Atmungssubstanzen,. 


Die Erkenntnis, daB8 arsenige Séure die beiden Teile der Atmung 
scharf voneinander zu trennen erlaubt, eréffnete die Méglichkeit zur 
fsolierung der in Betracht kommenden Atmungssubstanzen. Ohne eine 
solche Trennung der beiden unabhaéngigen Varianten ware eine Jsolierung 
der betreffenden Substanzen nicht denkbar. 

Bei der Isolierung der Atmungssubstanzen muBten zunachst die 
Fermente und die thermostabilen Naéhrstoffe und Cofermente voneinander 
getrennt werden. 

Es ist bekannt, da8 Muskelgewebe ausgewaschen werden kann, wobei 
es seine gesamte Atmung einbiiBt. Die Atmung kann durch Zugabe von 
Kochsaft hergestellt werden®. Im ausgewaschenen Rest sind also die 
Fermente enthalten, wahrend der Kochsaft die léslichen thermostabilen 
Komponenten enthalt. Dieser Kochsaft wiirde ein gutes Ausgangsmaterial 
fiir die chemische Untersuchung bieten, wenn gezeigt werden kénnte, dab 
die Atmung, die der gewaschene Muskel mit Kochsaft zeigt, dieselbe ist 
wie die Atmung des ungewaschenen Muskels. 

Es wurden zunéchst verschiedene Methoden der Zubereitung des 
Kochsaftes versucht. Die besten Resultate wurden erhalten, wenn der 


1 In einigen Versuchen wurde die Kurve erst bei 1,56. 10-3, in einem 
Versuch bei 3. 10-% mol. (Herzmuskel) asymptotisch. In einigen Versuchen 
zeigte die Kurve nach einem asymptotischen Verlauf bei weiterer zehnfacher 
Erhéhung der Konzentration des Giftes ein weiteres geringes Ansteigen 
der Hemmung. In allen Versuchen kam aber derselbe Charakter der Kurve 
mit einem weiten asymptotischen Teil deutlich zum Ausdruck. 

2 Uber die atmungssteigernde Wirkung des Kochsaftes besteht bereits 
eine ausgedehnte Literatur. Batelli und Stern nannten den Ké6rper, der 
hierfiir im Extrakt verantwortlich zu machen wire, ,,Pnein‘*. Meyerhof 
nannte ihn ,,Atmungskérper’. In den letzten Jahren haéuften sich die 
Beobachtungen, die darauf hinwiesen, daB der Atmungsk6érper keine ein- 
heitliche Substanz, sondern ein Gemenge verschiedener Substanzen sei. 
Nach H. v. Euler soll der Atmungsk6érper ein durch das Garungscoferment 
aktiviertes Hexosediphosphat sein. 
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frische, eisgekiihlte Muskel schnell fein gemahlen, mit 1°,iger Trichlor- 
essigséurelésung versetzt, schnell auf 80°C erwarmt und dann rasch mit 
Eis gektihlt wurde. Auf je 100 cem des Breies wurden 100 cem 1° ige 
Trichloressigséurelésung verwendet. 


Wird gewaschener und in Phosphat oder Ringer suspendierter Muskel 
nun mit diesem Extrakt versetzt, so zeigt er wieder eine intensive Atmung. 
In allen Versuchen, wo nicht anders hervorgehoben, wurde 1,5 cem des 
in Phosphat suspendierten, gewaschenen Muskels mit 1.5cem Extrakt 
und leem Wasser oder Arsenigséurelésung versetzt (Naheres itiber die 
Methode s. vorhergehende Mitteilung). 


In der Tabelle Il sind die Ergebnisse.derartiger Versuche dargestellt. 
Auf der linken Halfte sind die Werte fiir ungewaschenen, in Phosphat 
suspendiertem Muskel angegeben (ftir 40 Minuten). Auf der rechten Seite 
sind die Werte fiir denselben gewaschenen Muskel mit Extrakt angegeben. 
Gewaschene Muskel allein in Phosphatlésung oder Extrakt allein geben 
keine O,-Aufnahme. 


Tahelle II. 





O. Aufnahme O, Aufnahnje 
Herzmuskel 0/5 Gewasch. Muskel + Extrakt 
= Hemmung Hemmung 
ohne Arsen mit Arsen ohne Arsen mit Arsen 
1 408 45 SY 282 54 81 
2 330 81 76 201 69 66 
3 324 60 82 224 76 67 
4 234 45 81 183 75 60 
5 300 93 69 189 51 63 
6 216 39 $2 75 9g SS 
7 264 36 87 180 81 55 
8 330 63 81 225 72 68 
) 2738 54 81 195 60 70 
10 318 117 54 309 75 76 
11 260 68 74 160 48 78 
12 352 72 88 320 56 83 
13 340 82 76 304 72 77 
14 558 84 85 288 148 49 
15 520 180 66 260 108 59 
16 380 124 68 184 Y2 50 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, kann die Atmung durch Zufiigen 
des Kochsaftes bis zu einem ziemlich hohen MaBe hergestellt werden. 
Untersucht man diese durch Kochsaft hergestellte Atmung, so sieht 
man, daB, wie aus der Tabelle ersichtlich, auch diese Atmung durch 
Arsen in zwei Teile, in eine Atmung ,,A“ und eine Atmung ,,B“ ge- 
trennt werden kann. Dies spricht mit Deutlichkeit dafiir, daB die 
durch Kochsaft hergestellte Atmung tatsachlich der urspriinglichen 
Atmung des ungewaschenen Muskels entspricht. Nur findet man, 
daB die relative GréBe der Atmung ,,A“ und ,,B“ in den meisten Fallen 
zugunsten der letzteren etwas verschoben ist. 


‘ 
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Diese relative Verschiebung der beiden Komponenten steht in Uber- 
einstimmung mit den ausgedehnten Erfahrungen, die wir iiber beide Teile 
der Atmung gesammelt haben. Die Atmung ..A‘* zeigte sich in allen Ver- 
suchen weitgehend empfindlicher als die Atmung .,B‘*. Wird der Muskel 
in ungentgend gekiihltem Zustande einige Zeit gelagert, oder auch gekiibit 
linger aufbewahrt, so fallt die Atmung ,,A‘* stets viel rascher als die 
Atmung ,,B‘*. Wird der Kochsaft fraktioniert, so ist es sehr leicht, die 
Atmung ,,B** zu erhalten und gereinigte Praparate mit voll erhaltene 
Atmung ..B** herzustellen. Hingegen zeigt die Atmung .,A‘ eine sehr 
groBe Labilitaéat. Wir haben eine groBe Reihe verschiedener Fallungsmittel 
zur Fraktionierung des Kochsaftes verwendet und fanden  stets die 
Atmung ,.A‘* bei Zugabe der Fraktionen zum gewaschenen Muskel stark 
vermindert oder verschwunden, wahrend die Atmung .,B‘* meistens gut 
erhalten blieb. 

Am einfachsten kann dieser groBe Unterschied zwischen Atmung ,,A* 
und ,,B** durch Behandeln mit Bleiacetat demonstriert werden. Wird 
der Kochsaft durch ammoniakalisches Bleiacetat gefallt und das Filtrat 
durch H,SO, vom Blei befreit und dann dem gewaschenen Muskel zugesetzt. 
so findet man die gesamte Atmung ,,B** in unverminderter Starke wieder. 
Die Atmung .,A‘S ist ganz verschwunden und ist weder bei Zugabe des 
Filtrats noch des Prazipitats, noch bei der Zugabe beider Fraktionen nach- 
zuweisen. Mit anderen Worten ist durch die Fraktionierung die gesamte 
Atmung auf dieselbe GréBe gesunken wie die friihere Atmung .,B‘*. Diese 
Atmung ist gegeniiber Arsen ganz unempfindlich. 

Es scheint also verstaéndlich, da8 bei der Zubereitung des Kochsaftes 
die Atmung ,,A“ stets starker abnimmt als die Atmung ,,B**. Immerhin 
scheint aber noch geniigend von Atmungssubstanzen der Atmung ,,A* 
im Kochsaft erhalten zu sein, um eine chemische Analyse zuzulassen. 

Auch die Kinetik der Atmung :,A‘‘ scheint eine verwickeltere zu sein. 
Diese Atmung ,,A‘‘ scheint bei Steigerung der Konzentration des Extrakts 
rasch einem Maximum zuzustreben, nach dessen Erreichung sie nicht mehr 
durch Erhéhung der Konzentration der Atmungssubstanzen gesteigert 
werden kann. Wird z. B. der ungewaschene Muskel an Stelle von mit 
Ringer- oder Phosphatlésung verdiinntem Extrakt in reinem Extrakt 
suspendiert, so zeigt die gesamte Sauerstoffaufnahme meistens eine starke 
Steigerung, zuweilen bis auf das Doppelte. Wird diese gesteigerte Atmung 
nun analysiert, so findet man, daB meistens die gesamte Steigerung durch 
einen Anstieg der Atmung ,.B‘* bedingt ist, wobei die Atmung ,,A‘‘ selbst 
auch noch sinken kann. 


Dasselbe erhalt man, wenn man die Konzentration des zum _  ge- 
waschenen Muskel zugesetzten Extrakts erhéht. Wird der Extrakt im vacuo 
auf die Halfte bis ein Viertel eingeengt und nun dieser eingeengte Extrakt 
dem gewaschenen Muskel zugesetzt, so findet man meistens wieder, daf 
bei Verwendung des konzentrierten Extrakts nur die Atmung ,,B“‘ ansteigt, 
wahrend die Atmung ,,A“ in entsprechendem Umfange sinkt, so daB die 
gesamte Sauerstoffaufnahme unveraéndert bleibt. 


Es scheint zwischen Atmung ,,A‘* und ,,B*‘ eine noch nicht genauer 
faBbare Wechselbeziehung zu bestehen. So wird z. B. auch durch Zugabe 
von Glykogen (0,5°,) die Atmung .,B‘ gesteigert, waihrend die gesamte 
Atmung gehemmt, also die Atmung ,,A‘* stark herabgedriickt wird. Durch: 
0,2°,, Methylglyoxal wird die Atmung ,,A‘* beinahe vollstandig vernichtet, 
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wahrend die Atmung .,B‘ unbeeinfluBt bleibt. Durch 0.04°,, wird die 
Atmung in einem Teil der Versuche etwas gesteigert. 

Zusammenfassend 14Bt sich also sagen, dai die Atmung des ge 
waschenen Muskels durch Kochsaft in ziemlich hohem Grade hergestellt 
werden kann, und da bei der weiteren Analyse mdglichst verdiinnte 
Extrakte verwendet werden miissen. Wo nicht anders angegeben, wurde 
in den weiteren Versuchen zu 1,5 cem der gewaschenen Muskelsuspension 
(Phosphat) 1,5¢em des Extrakts und | cem Wasser oder Lésung von 
arseniger Saéure zugesetzt. 


Einleitende Versuche zur weiteren Analyse der Arsenhemmune. 


Es wurde bereits in der eingangs zitierten Arbeit! bewiesen, dali die 
arsenige Saéure ihren atmungshemmenden EinfluB nicht durch Vergiftung 
der Sauerstoffaktivierung ausiibt. Wird somit die Sauerstoffaktivierung 
als Angriffspunkt ausgeschaltet, so kann nach unserem heutigen Wissen 
eine Substanz die Atmung in zweierlei Weise hemmen: entweder durch 
Hemmung der Wasserstoffaktivierung. oder durch Hemmung der anaeroben 
ZAubereitung der Nahrstoffe, d. h. durch Hemmung der Fermentation. 

Es ist bereits aus den Arbeiten Buchners und Hardens, durch die 
Arbeit Dresels und Szent-Gyérqyis festgestellt, daB Arsen weder die alkoho 
lische Gérung der Hefe, noch die Milchséuregérung des Sarkomgewebes 
zu hemmen vermag. Also scheint es bis zu einem gewissen Cirade unwahr 
scheinlich, daB das Arsen seinen atmungshemmenden Einflu®B durch die 
Hemmung fermentativer Prozesse ausiibt. Hingegen wurde bereits durch 
einen von uns gezeigt, daB das Arsen im Falle der Bernsteinséure die Wasser 
stoffaktivierung unbeeinfluBt la6t. Immerhin bleibt aber die Méglichkeit 
offen, da®B das Arsen gewisse Systeme der Wasserstoffaktivierung vergiftet. 
andere Systeme dagegen unbeeinfluBt laBt. 

Es schien nun zunachst geboten, festzustellen, ob das Arsen tiberhaupt 
die Wasserstoffaktivierung des Muskels beeintrachtigt und ob zwischen 
einer solchen Hemmung und der Hemmung der gesamten Atmung Pro 
portionalitat besteht. 

Zum Nachweis der Wasserstoffaktivierung wird meistens nach dem 
Vorgange Thunbergs die Reduktion des Methylenblaus verwendet. Es 
wird jedoch in der nachstehenden Arbeit gezeigt, daB diese Methode it 
ihrer iiblichen Form zu sehr triigerischen Schliissen leitet, wenn man aus 
der Entfarbung auf die Atmungsintensitaét schlieBen will. Wird hingegen 
das zu untersuchende Gewebe vor der Inkubation mit Methylenblau ohne 
diesen Farbstoff einige Zeit aerob bebriitet, so kann man im nachfolgenden 
Entfarbungsversuch brauchbare Resultate erhalten. 


Es wurde also der ungewaschene, zerkleinerte, oder gewaschene, mit 
Extrakt versetzte Muskel in das Barcroft-Respirometer in ublicher Weise’ 
eingefiihrt. Zugleich wurde eine gleiche Suspension in einem kleinen, 50 cem 
fassenden, offenen Erlenmeyerkolben ins .Wasserbad gestellt und = in 
diesem mit dem Barcroft-Respirometer geschiittelt und bebriitet. Nach 
den ersten 10 Minuten wurde das Respirometer, wie iiblich, geschlossen. 
die Sauerstoffaufnahme wahrend 20 Minuten gemessen und aus der ge- 
samten O,-Aufnahme der Mittelwert fiir 1 Minute berechnet. 


! Siehe FuBnote 8S. 463. 
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Nachdem das offene K6élbchen im Wasserbad 20 Minuten geschiittelt 
worden war, wurde es rasch auf Eis gekiihlt und sein Inhalt in eine 25 ccm 
fassende modifizierte! Thunberg-Rohre tbergefiihrt. Das AnsatzgefaB 
wurde mit 1 cem '/5999 Methylenblaulésung beschickt. Nach dem iiblichen 
Evakuieren wurde der Farbstoff eingelassen und die Entfarbungszeit im 
Wasserbad von 37°C beobachtet. 

In der Tabelle LLI sind die Ergebnisse derartiger Versuche dargestellt. 
Unter O, findet man die gemittelte O,-Aufnahme pro Minute. Unter R, 
ist die Entfarbungszeit in Sekunden angegeben, und zwar fiir Muskel, der 
ohne vorgehende aerobe Bebriitung direkt in das Thunberg-Rohr eingefiihrt 
wurde. Unter R, sind die Entfarbungszeiten (in Sekunden) fiir vorher 
aerob bebriiteten Muskel angegeben. 

Wie aus der Tabelle V ersichtlich, zeigt die Sauerstoffaufnahme mit 
der Entfarbungszeit keinerlei Proportionalitaét, wenn der Muskel direkt 
fiir den Thunberg-Versuch: verwendet wird (R,). Im Versuch 1 betragt 
die Sauerstoffaufnahme z. B. mit Arsen ann&hernd den vierten Teil der 
urspriinglichen Atmung. Die Methylenblaureduktion zeigt kaum_ ver- 
schiedene Werte. Alle R,-Versuche zeigen eine starke Disproportionalitat 
zwischen O,-Verbrauch und Methylenblaureduktion. 

Die Angaben unter R, zeigen, daB nach dem Bebriiten an der Luft 
die Reduktionszeit und die Sauerstoffaufnahme eine enge Proportionalitat 
aufweisen, die Methylenblaureduktion somit als Ma8 der Atmungsintensitat 
angesehen werden kann. Dies wird aus den Kurven der Abb. 2 noch deut- 


Tabelle III. 





Material Ohne Arsen Mit Arsen 

Os 11,3 2,8 
1 Herzmuskel R, 209 175 
| Ry 290 1080 

Og 9,0 2.6 
2 *  Dasselbe R, 158 800 
| Ry 200 1065 

Os 5,7 2,1 


R, 405 380 
Rg 415 1226 


3a Herzmuskel gewaschen + Extrakt 


| 
f Og 7,0 1,8 
4 


3b  Dasselbe + m/50 Lactat - - - R, 320 370 
Ry 350 1140 
4 4H kel gewaschen+Extrakt || 0° - ~ 
erzmuskel gewaschen + Extrakt R, 390 900 
" {|| Og 7,4 2,1 
: Vass ae te she cn, ce a? ys hc a 
5 Dasselbe Ry 150 79) 


1 A. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 
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licher. Auf dieser Abbildung sind die reziproken Werte der Sauerstoff- 
aufnahme (der Atmungsintensitaét) und die Entfarbungszeiten koordiniert. 
Die Nummern beziehen sich auf die Versuchsnummern der Tabelle ITI. 
Die beiden Punkte desselben Versuchs, die den Werten mit und ohne Arsen 
entsprechen, sind durch eine Linie verbunden. 


Wie aus Abb. 2 ersichtlich, neigen alle Kurven der geraden Linie zu, 
zeigen also, daB die Entfarbung der Atmung in ziemlich engen (Grenzen 
proportional ist. Die einzelnen Linien weichen ziemlich stark voneinander 
ab. Die O,-Aufnahme und die Entfairbungsintensitat verschiedener Versuche 
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Abb. 2. 


k6nnen also nicht untereinander verglichen werden. Jn ein und demselben 
Versuch, d.h. bei demselben Prdparat, ist aber die Entfdrbungszeit der Inten- 
sitat der Atmunq proportional. 

Dies beweist zugleich, daB bei der Vergiftung der Atmung durch Arsen 
die Methylenblaureduktion, d.h. die Wasserstoffaktivierung der gesamten 
Atmung proportional gehemmt wird. 

Dies beweist, daB, wahrend das eine System der Wasserstoffaktivierung 
(Atmung ,,B‘‘) durch Arsen unbeeinfluBt blieb, das andere System der 
Wasserstoffaktivierung (Atmung,,B‘‘) durch dieses Gift ausgeschaltet 
wurde. Op hierbei unmittelbar die Wasserstoffaktivierung. oder die Zu- 
bereitung der Wasserstoffdonatoren gehemmt wurde, muB zur Zeit noch 
offen bleiben, wenn auch die letztere Méglichkeit unwahrscheinlich zu 
sein scheint. 

Die Arbeit wird fortgesetzt und hat zunéchst die Isolierung und 
Identifizierung der thermostabilen Komponente zum Ziele. 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Ella Sachs-Plotz Foundation 
ausgefiihrt. 
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Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, daB durch geringe Mengen arseniger Saure die 
Atmung des zerkleinerten Herzmuskels in scharfer Weise in zwei Teile, 
in einen arsenempfindlichen Teil: Atmung ,,A“ und einen arsen- 
unempfindlichen Teil: Atmung ,,B‘ getrennt werden kann. 

Arsenige Séure hat keinen EinfluB auf die Sauerstoffaktivierung. 
Es bestehen keine direkten Beziehungen zwischen Arsen- und Blau- 
siurevergiftung. 

Die durch Kochsaft wieder hergestellte Atmung des gewaschenen 
Muskels entspricht innerhalb gewisser Grenzen in bezug auf Arsen 
der Atmung des ungewaschenen Muskels. Die Methylenblaureduktion, 
d.h. Wasserstoffaktivierung und die gesamte Atmung werden durch 


Arsen in gleicher Weise gehemmt. 
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Beitriige zur Methodik der Messung 
des Sauerstoffverbrauchs, des Respirationsquotienten und der 
Methylenblaureduktion der Gewebe und der Hefe. 


Von 
P. Ambrus, I. Banga und A. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Szeged.) 
(Eingegangen am 4. August 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Messung der 0,-Aufnahme und der Respirationsquotienten der Gewebe 
in vitro. 


Beim Barcroftschen Manometer hat das innere Einsatzrohr, das 
zur Aufnahme der NaOH dient, verschiedene Nachteile. Es macht 
die Anfertigung des Apparats schwieriger, den Apparat zerbrechlicher, 
schwerer zu reinigen und endlich, worauf Dixon und 
Elliott! hingewiesen haben, gibt es keine geniigende 
Oberflaiche fiir die CO,-Bindung. 


Aus diesen Griinden haben wir diese EinsatzgefaBe 
weggelassen. Zur Bindung der CO, gebrauchen wir kleine 
Scheibchen dicken Filtrierpapiers, die mit 20°, iger NaOH 
mittels einer Pipette befeuchtet werden. Die Scheibchen 
sind 10 bis 12mm groB. Sie nehmen 100 cmm Fliissigkeit 
auf. Die Scheibchen werden durch kleine Klemmen? am 
Rohr des Manometers befestigt (s. Abb. 1). Die Klemme 
wird einfach in das Rohr eingeschoben und wird hier 
durch die Federn festgehalten. Das Papierchen hangt so- 
mit in der Mitte des RespirationsgefaéBes. Durch seine Ly 
groBe freie Oberflache ist es imstande wie systematische / | 
Versuche erwiesen, alle unter physiologischen Bedingungen | 
in Betracht kommenden CO,-Mengen mit geniigender } 
Schnelligkeit zu binden. Es ist klar, daB die gebundene i 
CO, im Papierchen mit Leichtigkeit bestimmt werden v 
kann, nachdem die O,-Aufnahme bereits gemessen wurde. Abb. 1. 





1 M. Dizon u. K. A. Elliott, Biochem. Journ. 24, 820, 1930. 


2 Angefertigt durch den Universitétsmechaniker O. Klein zu Szeged. 
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In dieser Weise erhalt man den Respirationsquotienten. Zur Bestim- 
mung der CO, kann man den van Slyke-Apparat verwenden, nach- 
dem man das Carbonat aus dem Papierchen ausgelaugt hat (was bei 
gleichmaéBigem, sachtem Schiitteln in einer halben Stunde sich vollzieht). 
Von der ausgelaugten Flissigkeit wird ein aliquoter Teil zur Bestimmung 
entnommen. In einfacher Weise kann die CO, bestimmt werden, indem 
man das Papierchen in das Barcroft-Respirometer einbringt und aus dem 
SeitenansatzgefaB Saéure zuflieBen laBt und die 
frei gemachte CO, am Manometer abliest. 


Das letztere Verfahren ist recht einfach, 
hat aber nach unseren Erfahrungen den Nach- 
teil, daB es unméglich ist, Volumenaénderungen 
beim Umdrehen des AnsatzgefaBes mit Sicher- 
heit zu vermeiden. Aus diesem Grunde bedienten 
wir uns zur Bestimmung der CO, eines be- 
sonderen Apparats, der auf Abb. 2 dargestellt 
ist'. Zwei gleiche Apparate sind an einem Mano- 
meter gegeneinander geschaltet. Das Papier- 
chen wird in das HauptgefaB C eingelegt. Die 
Séure wird in das SeitengefaB pipettiert. Der 
Apparat wird in ein Wasserbad von Zimmer- 
temperatur eingetaucht. Nach eingetretenem 
Temperaturgleichgewicht wird die Séure einge- 
lassen. Der Apparat wird sacht geschiittelt, bis 





a 








B é ; - : 
am Manometer Gleichgewicht eingetreten ist. 
Vor dem Gebrauch wird das Rohr B von der 
c Marke A abwarts zuerst mit Saure  gefiillt. 


Dann wird Ileccm Séure in das SeitengefaB C 
eingebracht. Bei der Bestimmung laé8t man die 
Abb. 2. Saéure nur bis zur Marke abflieBen und fiillt 
spaéter leem Séure zur nachsten Bestimmung 
nach. Hierdurch vermeidet man den stérenden Einflu8 von Luftblaschen. 
Der Apparat wird mit einer bekannten Na,CO,-Lésung (0,1 cem) unter 
ZufluB von 1 cem Saéure kalibriert. Bei der Bestimmung wird in das Kom- 
pengationsgefaB das Papierchen aus dem Kompensationsgefa8 des Respiro- 
meters eingefiihrt und in gleicher Weise mit Saure behandelt. Zum Reinigen 
von Bestimmung zu Bestimmung braucht nur der untere Teil C abgenommen, 
gereinigt und getrocknet zu werden. 


Es ist selbstversténdlich, daB zur Bestimmung des Respirations- 
quotienten auch die Kohlenséure bestimmt werden muB, die zu Anfang 
der Bestimmung des O,-Verbrauchs im System anwesend war, und daB bei 
jeder Bestimmung die gesamte CO, durch Saure frei gemacht werden muB. 
Die Saure kann man am Barcroft-Respirometer aus dem SeitengefaB ein- 
flieBen lassen. 

Bei der Bestimmung des Respirationsquotienten soll man mit einem 
Trépfchen geschmolzenen Paraffins die Stelle des Papierchens befeuchten, 
wo das Papier durch die Klemme festgehalten werden soll. Auch kann man 
die Klemme paraffinieren. 


1 Der Apparat wurde vom Glasblaser der Technischen Hochschule 
S. Huber (Gellert-Platz 1, Budapest) hergestellt. 
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Die Reduktion des Methylenblaus als Indikator der Intensitit der 
Gewebsatmung, 

Wir haben 6fters versucht, als Indikator der Intensitat der Gewebs- 
atmung die Reduktion von Methylenblau zu gebrauchen. Derartige 
Versuche haben aber stets zu Trugschliissen geleitet und viel Zeitverlust 
verursacht. Es zeigte sich bei der systematischen Untersuchung, daB 
keine Parallele zwischen der Reduktionszeit des Methylenblaus und 
der im Barcroft-Respirometer gemessenen Sauerstoffaufnahme besteht. 

Diese Diskrepanz kann an folgendem Beispiel gezeigt werden: 
Gewaschener Herzmuskel zeigt, in verdiinntem Herzextrakt suspendiert, 
eine kontinuierliche Sauerstoffaufnahme von ungefaéhr 10cmm_ pro 
Gramm und Minute. Wird nun der Extrakt vorher mit basischem 
Bleiacetat gefallt, das Prazipitat vom Blei befreit, auf die urspriingliche 
Verdiinnung gebracht, und hiernach mit gewaschenem Herzmuskel 
versetzt, so zeigt er im Thunberg-Versuch annihernd dieselbe Re- 
duktionszeit wie der primare Extrakt, waihrend die Sauerstoffaufnahme 
auf ungefihr ein Fiinftel des urspriinglichen Wertes gesunken ist 

In einer anderen Untersuchung haben wir dem Extrakt 10-* mol. 
arsenige Saéure zugegeben. Auch hierbei fallt die Sauerstoffaufnahme 
ungefahr auf ein Fiinftel, wahrend die Methylenblaureduktion sich nur 
unwesentlich vermindert. 

Die Ursache dieser Diskrepanz ist folgendes: die Sauerstoffaufnahme 
des Gewebes hangt von Oxydationssystemen ab, deren Leistungsfahigkeit 
die kontinuierliche Sauerstoffaufnahme bedingt. In Extrakten hingegen 
befindet sich stets eine geringe Menge verschiedener leicht dehydrierbarer 
Substanzen, die aber kein kontinuierlich funktionierendes System bilden 
und anaerob bald wegoxydiert werden und somit keinen Einflu8 auf die 
kontinuierliche Sauerstoffaufnahme haben. Im anaeroben Versuch mit 
Methylenblau, wo stets eine sehr geringe Menge des Farbstoffs reduziert 
wird, beherrschen diese Substanzen die Reduktionszeit. 

Nehmen wir z. B. an, wir hatten ein Gewebe mit einem Oxydations- 
system, in dem Glykogen unter allmaéhlicher Produktion der oxydierbaren 
bzw. dehydrierbaren intermediéren Produkte abgebaut. wird. Dieses 
System wird eine kontinuierliche Sauerstoffaufnahme im Barcrojt-Apparat 
zeigen. Im Thunberg-Versuch gibt das Gewebe eine entsprechende Methylen- 
blaureduktion. Wiirden wir aber dem System eine ganz geringe Menge 
Bernsteinséure zusetzen, so wiirde diese im aeroben Versuch schon in den 
ersten Minuten, wo wegen der Temperaturdifferenz noch nicht abgelesen 
werden kann, wegoxydiert werden und ohne Einflu8 auf die kontinuierliche 
Sauerstoffaufnahme bleiben. Im Methylenblauversuch hingegen wiirde 
diese geringe Menge Bernsteinséure die Reduktionszeit stark abkiirzen 
und somit das gesamte Verhalten beherrschen, 


Um die Methylenblaureduktion als MaB der Intensitat der Atmung 
eines Gewebes verwenden zu kénnen, sind wir folgendermaBen vor- 
gegangen: Das Gewebe wurde in der Lésung suspendiert, in der die 
Methylenblaureduktion beobachtet werden sollte. Die Suspension 
wurde dann ohne Methylenblau in Kélbchen gebracht und in diesen 
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bei 37° C 20 Minuten lang sachte geschiittelt. In dieser Zeit wurden 
alle leicht oxydierbaren Stoffe, die in geringer Menge anwesend waren, 
wegoxydiert, und es blieben nur die Systeme, die zur kontinuierlichen 
Atmung befahigt waren. Dann wurde der Kolbeninhalt in Thunberg- 
Réhrchen tibergefiihrt, mit Methylenblau versetzt, evakuiert und die 
Reduktionszeit beobachtet. Arbeiteten wir zugleich mit mehreren 
Proben, wodurch wir verhindert waren, die 20 Minuten lang aerob 
bebriiteten Proben sofort zu verarbeiten, so wurden die Suspensionen 
in Kiswasser abgekthlt und hier belassen, bis der J'hunberg-Versuch 
ausgefiihrt werden konnte. In dieser Weise gelang es uns, zwischen 
Sauerstoffaufnahme und Methylenblaureduktion iibereinstimmende 
Werte zu erhalten. Beispiele hierfiir wurden bei Besprechung der Arsen- 
vergiftung in der vorhergehenden Arbeit gegeben. Aus den an dieser 
Stelle angefiihrten Beispielen geht hervor, da Sauerstoffaufnahme 
und Methylenblaureduktion proportional sind und bei demselben 
Versuchsmaterial unter verschiedenen Bedingungen gegeneinander 
koordiniert gerade Linien ergeben. Aus diesem Resultat kann gefolgert 
werden, daB im zerkleinerten Muskelgewebe die Intensitdét der gesamten 
Atmung, d.h. die O,-Aufnahme durch die Leistungsfihigkeit des De- 
hydrierungsvorgangs bestimmt wird. 


Beobachtung iiber die Reduktionszeit von Methylenblau durch Hefe. 

Gelegentlich gewisser unver6ffentlichter Untersuchungen mit Hefe 
beobachteten wir ein merkwiirdiges Verhalten, dessen Mitteilung uns 
mit Riicksicht auf die Bedeutung der Hefe als Versuchsobjekt und der 
Methylenblaureduktion als Methode berechtigt erscheint. 

Wird eine Hefesuspension anaerob mit Methylenblau nach Thunberg 
bebriitet, so findet man eine gewisse Reduktionszeit. Wird nun die 
entfarbte Suspension mit Luft geschiittelt, bis der Farbstoff wieder 
vollkommen reoxydiert ist, und die Suspension evakuiert und wieder 
bebriitet, so findet man eine bedeutend kiirzere Reduktionszeit. So 
z. B. fiel die Reduktionszeit in unseren Versuchen von 15 Min. 45 Sek. 
auf 5 Min. 40 Sek., von 12 Min. 15 Sek. auf 4 Min. 7 Sek., von 
12 Min. 0 Sek. auf 4 Min. 0 Sek. Wird die Manipulation ein zweites 
oder drittes Mal wiederholt, so zeigt sich keine weitere Verkiirzung 
der Reduktionszeit. 

Temperaturverhiltnisse kénnen fiir die Verkiirzung nicht verant- 
wortlich gemacht werden, denn wenn das Rohr nach der ersten Entfarbung 
in Eis gekiihlt und bei 0° reoxydiert und evakuiert wird und dann erst 
bebriitet wird, so erhalt man dasselbe Resultat, d.h. eine verkiirzte Re- 
duktionszeit. Wir dachten, da8 vielleicht der Farbstoff beim Schiitteln 
mit Sauerstoff nicht quantitativ reoxydiert wird, aber der genaue Vergleich 
der Farbung der urspriinglichen und reoxydierten Suspension lieB diese 
Vermutung ausschlieBen. Es lag nahe, daran zu denken, da das erste 
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Bebriiten an und fiir sich die Reduktion intensiver macht. Es konnte aber 
gezeigt werden, dafi vorangehendes Bebriiten ohne Methy lenblau in Vacuo 
keinen Einflu8 auf die Reduktionszeit hat. Als wahrscheinlichste Erklarung 
erscheint uns diese: die Reduktion des Methylenblaus wird im _ ersten 
Versuch nicht nur durch die Intensitat der Wasserstoffaktivierung. sondern 
zum Teil auch durch Diffusionsfaktoren bestimmt. Wie bekannt, ist die 
Hefezelle von einer schwer permeablen Membran umgeben. Ist das Methylen- 
blau einmal eingedrungen und ist es an den entsprechenden Stellen vielleicht 
auch adsorbiert, so wird die Reduktion bloB durch die Intensitat der Wasser- 
stoffaktivierung beschrainkt und kann schneller ablaufen. 

Diese Annahme wird durch die folgenden Beobachtungen  gestiitzt: 
Hefezellen, deren Zellmembran durch Salzplasmolyse beschidigt wurde, 
zeigen keinen Unterschied bei der ersten und zweiten Methylenblaureduktion. 
Tierische Muskelzellen, die keine solche unpermeable Membran haben, 
zeigen auch keinen Unterschied bei der ersten und zweiten Reduktion. 
Es ist also wahrscheinlich, daB die Methylenblaureduktion bei der Hefe 
im ersten Versuch zum Teil durch einen Diffusionsfaktor beeinfluBt wird. 
Allerdings kommt bei der ersten Reduktion nicht nur die Reduktionsinten 
sitat zum Ausdruck, und das Ergebnis wird durch einen zweiten Faktor 
getriibt. Die zweite Reduktionszeit gibt ein besseres Mafi der Intensitat 
der Reduktion. 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Ella Sachs-Plotz-Stiftung 


ausgeftiihrt. 








Uber die Bedeutung der Milchsiure fiir die Atmung 
des zerkleinerten Herzmuskelgewebes. 


Von 
I. Banga, L. Sehneider und A. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Szeged.) 
(Eingegangen am 4. August 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In letzter Zeit ist Krebs! durch das Studium der Monojodessig: aure- 
vergiftung zur Annahme gelangt, daB die Milchsaure bei Hirn, Hoden 
und Rattensarkomgewebe eine Zwischenstufe der Atmung_ bildet. 
Wurde die Milchsaurebildung dieser Gewebe durch die Monojodessig- 
siure verhindert, so verringerte sich die Atmung, die durch Zugabe 
von Milchsaure wieder hergestellt werden konnte. Das Studium der Arsen- 
vergiftung machte es notig, festzustellen, ob die Milchsaure fiir die Atmung 
des zerkleinerten Herzmuskelgewebes eine bedeutende Rolle spielt. 

Die in unseren Versuchen gebrauchte Methode ist in den voran- 
gehenden Arbeiten beschrieben. Gemessen wurde der Sauerstoff- 
verbrauch des Schweineherzmuskels in Phosphatlésung im Barcroft- 
Respirometer mit und ohne Milchséure ((!/4) mel.) bei verschiedenen 
Konzentrationen der Monojodessigsiure (Versuchsdauer 40 Minuten). 

Durch Milchséure wird die Sauerstoffaufnahme gesteigert, durch 
Monojodessigsiure gehemmt. Bei Konzentrationen der Monojodessig- 
siure, die nach Lundsgaard? die Milchséurebildung zu unterdriicken 
vermégen (1 : 5000), ist die Hemmung gering (5 bis 20°,,), was darauf 
hindeutet, daB die Milchséure keine vorwiegende Rolle bei der Oxydation 
spielen kann. 

Arbeitet man nur mit einer bestimmten Konzentration der Monojod- 
essigsaure, so kann aber auch am Muskel ein den Krebsschen Ergebnissen 
entsprechendes Resultat vorgetéuscht werden. In unserem Versuch 2 z. B. 
verbrauchte der Muskel (ohne Milchséure) 316emm O,. In Gegenwart 
von '/s56 Monojodessigsiure war der Verbrauch 270cmm. Bei Zugabe 
von Milchséure stieg der O,-Verbrauch auf 371cmm. Durch Milchsaéure 
wurde also scheinbar die Jodessigséure-hemmung beseitigt. 

Diese Wiederherstellung der Atmung ist aber nur eine scheinbare, 
denn die Atmung des Muskels wird auch in Abwesenheit von Monojodessig- 


1 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 234, 278, 1931. 
2 EB. Lundsgaard, ebendaselbst 220, 1, 1930. 
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séure durch Milchséurezusatz gesteigert. In dem genannten Versuch 2 
stieg der O,-Verbrauch durch Milchséurezusatz (ohne Jodessigséure) von 
316 auf 462 cmm O,. In Gegenwart von Milchséure wird also die Atmung 
durch Monojodessigsiure zu demselben Prozentsatz gehemmt wie ohne 
Milchséurezusatz, als Zeichen dessen, da®B die Hemmung der Atmung nicht 
einer Hemmung der Milchséurebildung zugeschrieben werden kann. 

Am deutlichsten geht dies aus den Versuchen hervor, wenn die pro- 
zentuale Hemmung der Atmung bei variierter Monojodessigséure-konzentra- 
tion gemessen wird. Natiirlicherweise miissen aber die Werte auf die ent 
sprechenden Ausgangswerte bezogen werden, d. h. der Sauerstoffverbrauch 
der Versuche mit Jodessigséure und Milchséure muB8 auf den Sauerstoff- 
verbrauch des Muskels mit Milchséure bezogen werden. wahrend in der Ver 
suchsserie mit Jodessigséure allein ohne Milchséurezusatz als Ausgangswert 
die Sauerstoffaufnahme des Muskels ohne Milchséurezusatz genommen werden 
muB. 
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Das Ergebnis zweier derartiger Versuche ist auf Abb. 1 dargestellt. 
Die Kurven zeigen, da8 die prozentuale Hemmung durch Monojodessig- 
séure mit oder ohne Milchséurezusatz dieselbe ist, die Atmungshemmung 
also nicht mit der Milchséurebildung in Verbindung steht. 

Aus der gleichen prozentualen Hemmung mit und ohne Milchsaure 
kann also geschlossen werden, daB die Monojodessigsaure ihren hemmen- 
den Einflu8 auf die Atmung nicht durch Unterdriickung der Milchsaure- 
bildung ausiibt. Aus dem Umstand, daB Konzentrationen der Mono- 
jodessigséure, die nach Lundsgaard die Milchsiurebildung ganz unter- 
driicken, die Atmung nur wenig hemmen, kann geschlossen werden, 
daB die Milchséiure im zerkleinerten Herzmuskel keine unumgingliche 
Zwischenstufe der Oxydationen bildet. Dies spricht auch zugunsten 
der von Lundsgaard' auf Grund der Monojodessigséurewirkung und des 
einen von uns? auf Grund der Arsenwirkung vertretenen Annahme, 
daB die Wege des oxydativen und fermentativen Abbaues zu einem 
groBen Teil verschieden sind. 


: E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 8, 1930. 
2 A. Szent-Gyérgyi, Biochem. Journ. 24. 1723, 1930. 











Uber die biochemischen Leistungen zerkleinerter normaler und 
maligner Gewebe nach ihrer Filtration. 


Von 
K. Vietorisz und A. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


( Einge gangen am 4. August 1931.) 


In den letzten Jahren ist die Filtration als Untersuchungsmethode 
in der Geschwulstforschung vielfach angewandt worden. Andererseits 
ist die Filtration die bedeutendste Methode der Erforschung der Vira, 
die oft mit Gewebsbestandteilen eng verbunden sind. Darum schien 
es wiinschens wert, einige Erfahrungen iiber das Verhalten von Bakterien- 
filtern gegeniiber Zellbestandteilen zu sammeln. 

Die Hauptfrage war, wie weit Bakterienfilter, wie z. B. der Seitzsche 
Asbestfilter, mit dem wir durchweg arbeiteten, funktionsfahige Teilchen 
des Protoplasmas durchzulassen vermégen. Aus diesem Grunde konnten 
wir uns zur Beurteilung der Filtration nicht einfach mit einer EiweiB- 
bestimmung im Filtrat begniigen, sondern suchten nach einer Reaktion, 
die nicht einfach geléstes EiweiB, sondern héhere funktionsfihige Ein- 
heiten des Protoplasmas erfaBt. 

Zur Klarung dieser Frage schien uns die Oxydation der Bernstein- 
siure besonders geeignet. Wie bekannt, ist zu dieser Oxydation bereits 
ein verwickeltes System nétig, in dem nicht nur Dehydrase, sondern 
auch Indophenoloxydase und Cytochrom beteiligt sind. So weit wir 
wissen, befinden sich diese Bestandteile in der Zelle nicht isoliert in 
geléstem Zustande, sondern an das Protoplasma gebunden. Eine 
Oxydation der Bernsteinsiure muB also héhere, funktionsfahige Ein- 
heiten des Protoplasmas andeuten. 

Ein anderer Indikator, der aber wegen der groBen Verwickeltheit 
der Reaktionen schwerer zu deuten ist, ist die spontane Sauerstoff- 
aufnahme, d.h. die spontane Atmung. Beide Vorginge, die Bernstein- 
siureoxydation und die spontane Atmung, wurden in unseren Versuchen 
durch Messung der Sauerstoffaufnahme verfolgt. AuBerdem haben 
wir noch die Reduktion des Methylenblaues nach Thunberg bestimmt. 














K. Vietorisz u. A. Szent-Gyérgyi: Biochemische Leistungen usw. 481 


Im groBen und ganzen gab diese Reaktion mit der Sauerstoffaufnahme 
parallele Ergebnisse. Aus theoretischen Griinden (s. 8. 476) stehen 
jedoch der Verwendung dieser Reaktion starke Bedenken entgegen, so 
daB wir auf die Besprechung dieser Resultate, wie auf die Besprechung 
der ebenfalls gemessenen p-Phenylendiamin-oxydation verzichten. 

In einer Anzahl von Versuchen wurde zugleich im Filtrat und in 
anderen Fraktionen der EiweiBgehalt bestimmt. Es zeigte sich, daB 
zwischen dem EiweiBbgehalt der Filtrate und dem Atmungsvermégen 
keine feste Beziehung besteht und somit die Bestimmung des Eiweib- 
gehalts allein zu Trugschliissen fiihren wiirde, falls man diesen als 
Indikator fiir die Filtrierbarkeit des funktionsfahigen Protoplasmas 
verwendete. 

Besprechung und Ergebnisse. 

Die verschiedenen Organe zeigen in bezug auf ihre Filtrierbarkeit 
ein sehr verschiedenes Verhalten. Eine Mittelstellung wird von dem 
Lebergewebe eingenommen, so daB wir mit der Besprechung dieses 
Organes beginnen. 

Leber. 

Wird das Organ in der Latapie-Hackmaschine zerkleinert und in 
Ringer suspendiert, so zeigt es eine intensive Sauerstoffaufnahme. Die 
Werte der Tabelle I zeigen den in einer Stunde durch etwas mehr als 
0,25 ¢ Gewebe verbrauchten Sauerstoff in cmm (unkorrigiert). Die 


— 


Zahlen geben den gemittelten Wert aus acht unabhingigen Versuchen. 
Der durchschnittliche Wert der Sauerstoffaufnahme des einfach zer- 
kleinerten Gewebes (O, N) ist, wie aus der Tabelle ersichtlich, 140 cmm. 
Diese O,-Aufnahme wird durch Bernsteinsiure (Bs) auf 560 cmm 
gesteigert. 

Wird nun die in Ringer zubereitete Suspension vor dem Einfiihren 
in das Respirometer an der Zentrifuge 20 Minuten lang bei einer Touren- 
zahl von 3000 ausgeschleudert und an Stelle der ganzen Organemulsion 
nur die tiberstehende Fliissigkeit in das Respirometer eingefiihrt, so 
findet man, daB trotz des Verlustes der relativen groBen Menge der 
festen, ausgeschleuderten Zellbestandteile die Emulsion kraftig atmet 
und eine nur wenig verringerte O,-Aufnahme zeigt (Tabelle I, C). 
Die spontane Atmung ist bloB von 140 auf 100 gesunken. Die Succinat- 
oxydation ist von 560 auf 330 gefallen. 


Tabelle I. 





N Bs N Ks 
". ne nape 140 560 a ae 120 500 
Cc 100 330 a 99 380 


ee eal 37 55 aa. ea! S 0 260 
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Hieraus geht hervor, daB bereits nach dem relativ groben mecha- 
nischen Zerkleinern des Gewebes der gré8te Teil des atmenden Proto- 
plasmas in feiner, kolloidaler Suspension vorliegt, die an der gew6hn- 
lichen Zentrifuge nicht ausgeschleudert werden kann. 

Wird diese zentrifugierte Emulsion nun der Filtration unterworfen 
und das Filtrat auf seine Respirationsfahigkeit untersucht, so findet 
man, daB diese sehr stark vermindert ist (Tabelle 1, F). Die Bernstein- 
siureoxydation ist auf ein Zehntel des urspriinglichen Wertes gesunken 
(55emm). In Wirklichkeit betragt sie aber noch weniger als ein Zehntel 
des ersten Wertes, denn von dem gefundenen Werte (55cmm) mul 
noch die spontane Sauerstoffaufnahme (37 cmm) abgezogen werden. 


Wahrscheinlich ist bei dem Filtrieren auch die spontane Atmung im 
gleichen MaBe gesunken, da ein Teil der Sauerstoffaufnahme in beschadigtem 
Gewebe immer durch unphysiologische Autoxydation geléster, filtrier- 
barer Substanzen bedingt ist (z. B. Glutathion). Von dem gefundenen 
Wert von 37cmm muB6 also auBerdem ein groBer, experimentell nicht 
bestimmbarer Teil abgezogen werden. 

Sollte die kleinste Einheit der Geschwiilste. die die Erkrankung in 
sich tragt und zu iibertragen vermag, von derselben GréBenordnung wie 
die Teilchen der Succinoxydase sein, so hat man wenig Aussicht, bei dieser 
Ausbeute mit Filtraten in Uberimpfungsversuchen Erfolge zu erzielen. 
Aus diesem Grunde schien es wiinschenswert, nach Methoden zu suchen. 
die diese Ausbeute bei der Filtration zu verbessern gestatten. Es lag nahe, 
zunéchst Verreiben mit Seesand zu versuchen. <A priori muBte man auf 
wenig Erfolg rechnen, da, wie aus dem Gesagten ersichtlich, der gréBte 
Teil des funktionsfahigen Protoplasmas sich bereits nach dem Zerhacken 
in der Latapie-Maschine in kolloidaler Suspension befindet; man konnte 
also nicht hoffen, durch eine so grobe Manipulation, wie Verreiben mit 
Seesand, eine bereits feine kolloidale Suspension noch weiter zu dispergieren. 
Trotzdem ergab sich, daB durch griindliches Verreiben mit Seesand die 
Filtrierbarkeit bis iiber das Zehnfache gesteigert wird. Der Gewebsbrei, 
der an der Hackmaschine gewonnen wurde, wurde mit der zweifachen 
Menge Quarzsand versetzt und in der Reibschale 20 Minuten lang zerrieben, 
dann in der entsprechenden Menge Ringer suspendiert, zentrifugiert und 
filtriert. Durch dieses Zerreiben wird die spontane Sauerstoffaufnahme 
sowie die Bernsteinséureoxydation nur wenig vermindert (Tabelle I, S,: 
120 bzw. 500cmm). Auch nach dem Zentrifugieren (C,,) sind die Werte 
ungefahr dieselben, wie bei ohne Sand behandeltem zentrifugierten Gewebe. 
Hingegen sind die Werte nach der Filtration (/,,) ganz bedeutend héher 
als bei nicht zerriebenem Gewebe. Wird die Spontanatmung vom Bern- 
steinsiurewert abgezogen, so findet man fiir die Succinoxydase 180 cmm 
gegentiber 18cmm des unbehandelten Gewebes. Die spontane Sauerstoff- 
aufnahme ist 80cmm; durch die Filtration selbst wurde diese also kaum 
vermindert. 


Zusammenfassend laBt sich also sagen: nach grober Zerkleinerung 
des Lebergewebes befindet sich der gréBte Teil des funktionsfahigen 
Protoplasmas in kolloidaler Suspension, die an der Zentrifuge bei 
3000 Umdrehungen in 20 Minuten nicht mehr abgetrennt werden kann. 
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Durch Behandeln des Gewebes mit Sand kann man eine noch weiter- 
gehende Dispergierung erzielen, so daB die Suspension nun zum 
groBten Teil den Filter zu passieren vermag. Die Eiweibbestimmung 
im Filtrat ergab keinen Hinweis zur Erklarung der gefundenen groBen 
Unterschiede. Der EiweiBgehalt der Filtrate der mit Sand behandelten 
oder unbehandelten Gewebe war nur wenig verschieden. Im experi- 
mentellen Teil wird eine Methode beschrieben, die ein steriles Zerreiben 
des Gewebes bei SauerstoffabschluB und bei niedriger Temperatur ge- 
stattet. Das Zentrifugat des mit Sand zerriebenen Gewebes besteht, 
unter dem Mikroskop mit Immersion betrachtet, aus einer feinen 
granuliren Masse, die keine intakten Zellen mehr enthalt. 


Herzmuskel (Schweineherz). 

Der durchschnittliche Wert der Resultate von vier Versuchen ist 
in Tabelle Il zusammengefaBt. Es zeigt sich, daBS beim Herzmuskel 
der gréBte Teil der Aktivitaét bereits beim Zentrifugieren verloren geht. 
Nach dem Zerkleinern in der Hackmaschine geht also der Zellinhalt 
beim Herzmuskel nicht in kolloidale Suspension. Dies steht in guter 
Ubereinstimmung mit der allgemein bekannten zaheren und festeren 
Art des Muskelgewebes. Durch den Filter wird sozusagen das gesamte 
atmende Material zuriickgehalten. Es geht gar keine Succinoxydase 
iiber, und die geringere spontane Sauerstoffaufnahme ist wahrscheinlich 
auch zum Teil Autoxydationen zuzuschreiben. 


Tabelle II. 





N Bs N Bs 
Dried eer 200 450 ee eee 150 600 
ie be ee 35 180 | Sera 90 560 
a ee 35 21 a sh es 40 360 


Um so klarer tritt der EinfluB des Verreibens mit Seesand zutage. 
Das Verreiben allein scheint ein geringes Sinken der spontanen Sauer- 
stoffaufnahme und ein geringeres Ansteigen der Bernsteinsdureoxydation 
zu bewirken. Die Succinoxydase ist nun ganz in kolloidale Lésung 
ubergegangen, da sie sich nicht mehr an der Zentrifuge abtrennen laBt. 
Mehr als die Halfte der Succinoxydase ist nun imstande, den Filter 
zu passieren. Die spontane Sauerstoffaufnahme zeigt ein starkeres 
Sinken beim Zentrifugieren und Filtrieren. 


Hodengewebe (Stier). 


Die Tabelle III gibt den gemittelten Wert zweier gut iiberein- 
stimmender Versuche. Die spontane Atmung ist niedrig, die Bernstein- 
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saureoxydation ziemlich stark. Die spontane Sauerstoffaufnahme geht 
bereits beim Zentrifugieren zum gréBten Teil verloren. Die Bernstein- 
siureoxydase sank durch Zentrifugieren auf die halbe Intensitat. Mehr 
als die Halfte dieses Restes ging dann beim Filtrieren verloren. 


Tabelle III. 





N Bs N Bs 
O. Z 62 360 a e- 20 100 
CG eit bid 17 180 Reis: GS: 31 100 
F So oa 22 75 RS i agar 15 60 


Bereits durch Verreiben mit Sand verschwand der gréBte Teil 
der spontanen Sauerstoffaufnahme. Auch die Aktivitait der Succinoxydase 
sank durch das Verreiben auf weniger als ein Drittei. Dieser Rest war 
nicht zentrifugierbar und passierte den Filter zum gréBten Teil. 


Nierengewebe. 

Dieses ]4Bt sich im Gegensatz zum Muskelgewebe sehr leicht 
emulgieren. Bereits nach Zerkleinern in der Hackmaschine befindet sich 
der gréBte Teil der Succinoxydase in nicht zentrifugierbarer kolloidaler 
Form, die zur gréBeren Halfte auch den Filter passiert. Die Resultate 
der Versuche mit spontaner Sauerstoffaufnahme sind wegen der groBen 
Labilitét dieses Atmungsvorgangs schwer zu beurteilen. 


Gehirn (Schwein). 

Mit Seesand unbehandeltes Gehirn gibt Filtrate, die kaum eine 
Sauerstoffaufnahme und eine auBerst geringe Bernsteinséureoxydation 
zeigen. Durch Vorbehandeln mit Sand kann das Bernsteinséure- 
oxydationsvermégen der Filtrate sehr gesteigert werden. 


Ehrlich-Mdusecarcinom'. (Tabelle IV.) 


Die Sauerstoffaufnahme ist, verglichen mit anderen parenchyma- 
tésen Geweben, wie Leber und Niere, niedrig, die Bernsteinsaure- 
oxydation schwach. Bereits durch Zentrifugieren geht letztere ganz 
verloren. Auch die spontane Sauerstoffaufnahme sinkt auf einen niedrigen 
Wert. Dieser Rest besteht wahrscheinlich zum gréBten Teil aus kiinst- 
lichen Autoxydationsprozessen. Durch Behandeln mit Sand sinkt die 
Atmung auf niedrige Werte, von denen das soeben Gesagte ebenfalls 
gilt. Die Succinoxydase bleibt zum gréBeren Teil erhalten, passiert 
aber den Filter nur zu einem geringen Teil [von dem Sauerstoffverbrauch 


es . . + . ° ° 
1 Fiir die freundliche Uberlassung des Stammes sind wir Herrn Pro- 
fessor E. Balogh zu Dank verbunden. 
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(45) muB die spontane Atmung (25) abgezogen werden]. Ein zweiter 
Versuch ergab entsprechende Resultate. Es gelang also in keiner 
Weise, nennenswerte Mengen des funktion-fihigen Protoplasmas des 
Carcinoms in das Filtrat zu tberfiihren. 


Tabelle IV. 





N Bs N Bs 
eo. 95 185 are 30 112 
0. 25 28 Pe oe 28 98 
rT 17 15 re 25 45 


Jensen -Rattensarkom'. 
Man fand dieselben Verhaltnisse wie beim Phrlichschen Ratten- 
sarkom. Die Werte sind aus der Tabelle V zu ersehen. 


Tabelle V. 





N Bs N Bs 
arenes on 97 125 a 45 75 
a Ge os <u 30 30 ae oo oe 35 65 
ee a 12 16 as a 6 15 33 


Rous-Hiihnersarkom. (Tabelle V1.) 

Durch das Eingehen des Stammes waren wir verhindert, einen 
vollen Versuch zu machen. Einfach gemahlenes Rous-Sarkomgewebe 
verhalt sich ahnlich wie die beiden anderen Geschwiilste, mit dem 
Unterschied, daB hier durch Zentrifugieren noch mehr verloren ging 
und das Filtrat in jeder Beziehung sich im Atmungsversuch praktisch 
inaktiv verhielt. 

Tabelle VI. 





N Bs 
CC ee 80 120 
Oe ee 11 15 
sg re ee 1,5 8 


Aus den Versuchen der vorliegenden Arbeit erhielten wir den 
Eindruck, daB die Atmungsstarke der Filtrate mit der Triibung der 
Fliissigkeit parallel ging. Die Atmung scheint also an ,,optisch sichtbare 
Teile“* (Mitochondrien?) des Protoplasmas gebunden zu sein. Die 


1 Wir sind fiir die freundliche Ubersendung des Stammes dem Imperial 
Cancer Research Fund und Dr. W. Cramer zu Dank verbunden. 
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Suspensionen der Geschwiilste gaben selbst nach Behandeln mit Sand 
stets wasserklare Filtrate. 


Experimenteller Teil. 


Die Gewebe wurden so frisch wie méglich in der Latapie-Hackmaschine 
gemahlen. Es wurde zur Kiihlung soweit wie méglich in allen Phasen der 
Vorbereitung des Experiments Eis verwendet. Das gemahlene Gewebe 
wurde in der dreifachen Menge Ringer suspendiert (auf je 1 g Gewebe 3 cem 
Ringer). In Versuchen, in denen das Gewebe mit Sand behandelt wurde, 
wurde auf je 1g Gewebe die zweifache Menge Quarzsand genommen, der 
Brei im gekiihlten Mérser 20 Minuten lang kraftig zerrieben, und dann 
in der dem Gewebe entsprechenden Menge Ringerlésung suspendiert. Die 
Suspension wurde stets zunaéchst durch ein Tuch filtriert. 1 cem der Sus- 
pension oder des Zentrifugats oder Filtrats wurde in das Warburg-Respiro- 
meter gebracht und hier mit 2 cem Wasser oder '/,°,igem bernsteinsaurem 
Natrium versetzt. Die CO, wurde durch Lauge gebunden. Die Respiro- 
meter wurden in ein Wasserbad von 37°C getaucht, nach 10 Minuten 
geschlossen und eine Stunde hindurch alle 10 Minuten abgelesen. 

Dieselben Resultate wie durch Zerreiben im Moérser konnten durch 
folgende Methode erhalten werden: Der mit Sand vermengte Gewebsbrei 
wurde in ein etwa 25cm langes Stiick eines Fahrradschlauches gebracht. 
Die Luft wurde ausgedriickt und die Enden mit Klemmen verschlossen. 
Durch Kneten und Pressen des Schlauches kann nun das Gewebe zerrieben 
werden, wobei das gegenseitige Reiben der Sandkérnchen die Zellen zer- 
triimmert. In dieser Weise ist der Brei leicht steril zu halten. Der Schlauch 
kann mit seinem Inhalt wahrend des Experiments wiederholt in Eiswasser 
gekiihlt werden. Arbeitet man in Handschuhen und knetet auf einer ge- 
kiihlten Platte, so bleibt die Temperatur durchweg niedrig. 

In einem Versuch wurde die Bernsteinséureoxydation eines Leber- 
gewebefiltrats nach verschieden langem Behandeln im Mo6rser gemessen. 
Die Resultate, die aus der Tabelle VII ersichtlich sind, zeigen, daB nach 
10 Minuten das Maximum der Filtrierbarkeit beinahe erreicht wird. 


Tabelle VII. 





0 Min. 2.5 Min. 5 Min. 10 Min. 15 Min. 20 Min. 
20 70 125 260 270 270 


In einem anderen Versuch wurde die mit Sand behandelte Herzgewebe- 
suspension durch ein Seitzfilter Nr. 6 filtriert, das Filtrat in Portionen 
von 5cem aufgefangen und auf Bernsteinséiureoxydation gepriift. Die 
ersten 5cem waren etwas inaktiver als die zweiten. Danach sank die 
Aktivitat wieder, aber die Unterschiede waren nicht sehr wesentlich. Die 
Sauerstoffaufnahme (in Gegenwart von Bernsteinséure) der aufeinander- 
folgenden Fraktionen war: 215, 265, 235, 195cemm Og. 


Anhang. 


Im Voranstehenden wurde die Methode angegeben, mit der die 


aktivsten Filtrate von Geweben gewonnen werden konnen, wobei als MaB 
der Aktivitat die Fahigkeit der Filtrate diente, Bernsteinséure zu oxydieren. 
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Die Mause- und Rattentumoren ergaben selbst unter diesen Bedingungen 
recht inaktive Filtrate. Immerhin erschien es wiinschenswert. zu versuchen, 
ob sich die Tumoren durch derartige Filtrate iibertragen lieBen. 

Die Filtrate wurden an Seitzschen Filtern nach griindlichem Ver- 
reiben mit Sand gewonnen, wie oben beschrieben. Es wurde besonders 
darauf geachtet, daB alle Manipulationen, einschlieBlich der Filtration bei 
niedriger Temperatur, in der Nahe von 0° durchgefiihrt werden. 

Ks wurde fiir jede Injektion 0.5 oder leem des Filtrats gebraucht. 
Zur Verarbeitung gelangten junge Tumoren ohne Nekrose. Bei der Arbeit 
mit Jensen-Rattensarkom wurden Ratten verschiedener Gr6éBe gebraucht 
von 25 bis 200 g. Insgesamt wurden 63 Tiere verbraucht. 

Die Filtrate wurden demselben Tier in dreierlei Weise injiziert. Einet 
seits wurde das Filtrat ohne Zugabe einfach unter die Bauchhaut ein 


gespritzt. Andererseits wurde es, mit Infusorienerde vermengt, an einer 
anderen Stelle unter die Bauchhaut injiziert. AuBerdem wurde bei allen 


Tieren an einer dritten Stelle eine 2,5°,ige Suspension von Infusorienerde 
(1 cem) 3 Tage vorher unter die Haut injiziert und dann das Filtrat in das 
entstandene Reaktionsgewebe eingespritzt. Alle Versuche waren negativ. 
In keinem Falle gelang es. in der beschriebenen Weise Tumoren zu et! 
zeugen, die dem urspriinglichen Tumor aéhnlich waren. Infusorienerde 
selbst gibt AnlaB zur Bildung kleiner Tumoren, die aus Granulationsgewebe 
und Leucocyten bestehen und sich bald zuriickbilden. 

Die Filtrate des Ehrlichschen Carcinoms wurden (je 1 cem) 15 Maéusen 
injiziert. Das Gewicht der Mause wechselte von 20 bis 25g. Es wurden 
ausschlieBlich Weibchen gebraucht. Das Filtrat wurde soweit wie mdglich 
in die Milchdriise eingebracht. Die Nadel wurde in der Nahe der Cenitalien 
eingestochen und in der Mammarlinie ganz bis zwischen die Vorderbeine 
vorgeschoben. Dann wurde die Nadel langsam zuriickgezogen und das 
Filtrat gleichzeitig langsam eingepreBt. Auch diese Versuche waren durch- 


wegs negativ. 
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Der Einflu6 von Arsen 
und Blausiure auf die Atmung maligner Geschwiilste. 


Von 
K. Vietorisz. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 4. August 1931.) 


Es wurde in einer der vorangehenden Mitteilungen gezeigt (s. S. 462), 
daB die Atmung der Gewebe durch Arsen in scharfer Weise in zwei 
Teile zerlegt werden kann, nimlich in einen gegen Arsen empfindlichen 
Teil und einen gegen Arsen unempfindlichen. Diese Erscheinung ist 
noch nicht genauer geklart und bildet den Gegenstand weiterer Unter- 
suchungen unseres Laboratoriums. Immerhin schien es wiinschenswert, 
bereits in diesem Stadium der Arbeit festzustellen, ob maligne Ge- 
schwiilste in dieser Beziehung eine Abweichung von normalen Geweben 
zeigen. Es wurde weiter in der genannten Arbeit in Ubereinstimmung 
mit Dixon und Elliott gefunden, daB unter den angegebenen Versuchs- 
bedingungen die Atmung der Gewebe sich auch durch Blausaure 
in zwei Teile zerlegen laBt, namlich in einen HCN-empfindlichen und 
einen HCN-unempfindlichen. Es schien erwiinscht, auch diese Unter- 
suchung auf maligne Gewebe auszudehnen. 

Die Methodik in unseren Versuchen war dieselbe wie die in den voran- 
gehenden Arbeiten beschriebene, mit dem Unterschied, daB an Stelle des 
Barcroft-Apparats das Warburgsche Respirometer verwendet wurde. Auch 
hier wurde die CO, durch Lauge gebunden. Als Suspensionsfliissigkeit 
diente Ringerlésung, und zwar wurde stets 0,25 g Gewebe in 3 ccm Fliissig- 
keit suspendiert. Die Endkonzentration der arsenigen Saéure war n/120, 
die Endkonzentration der Blauséure war m/150. Die Atmung wurde 
waihrend 60 Minuten gemessen. Die Resultate der Versuche sind in der 
folgenden Tabelle dargestellt. Die Zahlen bedeuten den in 60 Minuten 
verbrauchten Sauerstoff (feucht, 37°C). Die entsprechenden Werte fiir 
normale Gewebe kénnen aus den Tabellen der vorangehenden Arbeiten 
entnommen werden. 
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Tabelle. 
; O,-Aufnahmen in cmm 
Materie é 
n mit S mit PD mit Cy mit As 
Ehrlich-Mausecarcinom . . 80 107 120 30 30 
a a ae 95 185 205 33 20 
Jensen-Rattensarkom .. . 110 245 255 52 45 
SS ae ee 97 125 110 58 40 
Rous-Hihnersarkom .. . . 80 120 120 30 23 
n = normal, S = Bernsteinsiure, PD = Para-Phenylendiamin, Cy Blaus&ure 
AS arsenige S&ure. 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die 4{ntensitat der Atmung der 
untersuchten malignen Geschwiilste von derselben GréBenordnung 
ist wie die der normalen Gewebe, wenn sie auch hinter dieser einiger- 
maBen zuriickbleibt (Kolumne n). In der zweiten Kolumne ist die 
QO,-Aufnahme in Gegenwart von Succinat (0,25°%,) angegeben. In 
Kolumne PD ist die Atmung in Gegenwart von 0,25 °& Para-Phenylen- 
diamin angegeben. Durch beide Mittel wird die Atmung, wie bei ver- 
schiedenen normalen Geweben, ungefihr in gleichem MaBe gesteigert. 
Im groBen und ganzen ist die Steigerung der Atmung geringer als 
bei normalen Geweben. 

Unter Cy und As sind die Werte der O,-Aufnahme in Gegenwart 
von Blausiure und Arsen angegeben. Wie aus den Zahlenwerten er- 
sichtlich, laBt sich die Atmung durch diese Gifte auch hier in zwei 
Teile zerlegen. Vergleicht man die prozentuale Hemmung der Atmung 
mit den Hemmungen, die bei den normalen Geweben beobachtet 
wurden, so sieht man, daB die Hemmung bei den malignen Geschwiilsten 
von gleicher GréBe ist wie bei den normalen Geweben. 

Zusammenfassend laBt sich also sagen, dafs das Verhaltnis der 
As-empfindlichen Atmung zur As-unempfindlichen und der HCN- 
empfindlichen zur HCN-unempfindlichen unter unseren Versuchs- 
bedingungen bei malignen Geschwiilsten dasselbe ist wie bei normalen 


Geweben. 
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Uber die Wirkung yon ultraviolettem und sichtbarem Licht auf 
durch Erhitzen (teilweise oder véllig) inaktivierte Lésungen yon 
Trypsin, Enterokinase und Trypsinkinase. 


Ve yn 
James Pace. 


(Aus dem Muspratt-Laboratorium fii physikalische und Elektrochemie 
der Universitat Liverpool.) 


(Eingegangen am 7. August 1931.) 


Es ist seit einiger Zeit bekannt, daB Enzyme durch die Strahlung 
der Quarzlampe inaktiviert werden, wobei man diese Wirkung dem 
ultravioletten Bereich der Strahlung zuschreibt. So fanden Hussey 
und Thompson', daB Pepsinlésungen inaktiviert wurden durch die 
Strahlung einer Quarzlampe, die direkt durch ein Quarzfenster auf die 
Enzymlésung wirkte. Pincussen” hat gezeigt, dab Amylase durch an 
ultravioletten Strahlen reiches Licht inaktiviert wird; Pincussen und 
UVehara® fanden, daB Pepsin in ahnlicher Weise inaktiviert wird; 
Pincussen und Hayashi* erhielten denselben Effekt mit Serumlipase 
und Esterase. Hasselbach® beobachtete, daB ultraviolette Strahlen 
Haimoglobin und Eieralbumin koagulieren, und neuerdings stellte 
‘Rajewsky® fest, daB EiweiBkérper bei Bestrahlung mit ultraviolettem 
Licht zunachst denaturiert und dann ausgeflockt werden. 

Man nimmt allgemein an, daB die Zerst6érung der Enzymaktivitat 
durch ultraviolettes Licht von kurzer Wellenlinge bewirkt wird, und 
zwar kirzer als 270 wu. In ahnlicher Weise konnte man bei der Akti- 
vierung des Ergosterins zur D-Vitaminform durch ultraviolettes Licht 
zeigen, daB Licht von der Wellenlange kiirzer als 270 uy die Bildung 
des Vitamins schadigt. Andererseits zeigt das Ergosterin bei Bestrahlung 
mit Licht zwischen 280 und 295 «wu selektive Absorptionsspektren, die 


' Journ. Gen. Physiol. 9, 


217, 1928. 
2 Fermentforschung 8, 181, 


1928. 


3 Diese Zeitschr. 195, 87, 1928. 
4 Ebendaselbst 195, 96, 1928. 
5 Ebendaselbst 19, 435, 1909. 


® Ebendaselbst 227, 272, 1930. 
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die Bildung von Vitamin bedeuten (Morton, Heilbron und Kamm'). 
Es schien deshalb von Interesse, zu untersuchen, ob Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht, jedoch unter AusschluB kiirzerer Wellenlangen, 
gleichfalls eine aktivierende Wirkung getrennt neben einer inakti- 
vierenden austiiben wiirde, und zwar auf vorher (ganz oder nur zum Teil) 
durch Erhitzen inaktiviertes Enzymmaterial. 


Experimentelles. 
Trypsinlésung. 

Glycerinextrakt von getrockneter Pankreasdriise wurde gereinigt nach 
der Methode von Waldschmidt-Leitz und Linderstrém-Lang*, so daB er frei 
war von Enterokinase und ihrer Vorstufe; dadurch war jede Moéglichkeit 
einer ,,Spontanaktivierung®* beseitigt. Die gereinigte Lésung wurde auf 
pu 6,3 gebracht, welches im Bereich der geringsten thermischen Inakti 
vierung liegt ( Pace’). 

Eine Probe dieser L6sung wurde eine bestimmte Zeit auf 60° gehalten 
und dann auf 0° abgektihlt. Nach dem Abkiihlen wurde;die Probe in zwei 
Portionen geteilt, A und &. Portion A wurde, wie unten beschrieben, 
eine bestimmte Zeit bestrahlt. waihrend PB im selben Raum dieselbe Zeit, 
jedoch vor Strahlung geschiitzt, gehalten wurde. Das Licht der Quarz- 
lampe wirkte durch eine Offnung in einer Asbestplatte und dann durch 
ein Glasfilter von bestimmter spektraler Durchlassigkeit auf Loésung A, 
die sich in einer standig gedrehten Quarzréhre befand Die spektrale Durch 
lassigkeit des Filters (Schott und Gen., Jena) zeigt Tabelle I. 


Tabelle 1. 





Wellenliinge inuu ........ 509 480 436 405 334 312 302 on] 
Durchlassigkeit in %... . 12 43 90 96 92 60 36 1 


Die Entfernung der Lampe von der Quarzréhre betrug 15 em. 

Nach der Bestrahlung wurde der Trypsingehalt der Lésungen 4 und B 
bestimmt nach der Methode von Linderstrém-Lang und Steenberg*. Die 
mit Trypsin erhaltenen Resultate zeigt Tabelle I] 


Tabelle Il. 


Enzymgehalt der Lésung 0.94 Trypsineinheiten pro Kubikzentimeter; 
Pu 6.3. 





Vor der Bestrahlung Trypsineinheiten pro cem 
auf 60° erhitet wihrend dreistiindige Bestrahlung Kontrolle (ohne Bestrahlung) 
10 Minuten . 0.63 0.84 
60 = : 0.34 0.46 
gn 2 ; ras 0.25 0.34 
20 Stunden eel a : 0.00 0.00 


1 Journ. of Chem. Soc. London 130, 2000, 1927. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 166, 241, 1927. 

3 Biochem. Journ. 24, 606, 1930. 

4 C.r. Lab. Carlsb. 14, Nr. 16, 1929. 
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Aus Tabelle II ist zu ersehen, daB bei jeder Hitzeinaktivierung die 
darauffolgende Bestrahlung mit ultraviolettem Licht, aus dem man durch 
Filter die Wellenlangen unter 280 us wegfiltriert hatte, eine weitere Ab- 
nahme des Enzymgehalts hervorruft. In keinem Falle ist irgendeine Re- 
aktivierung feststellbar. 

Enterokinase. 

Die Enterokinaselésung wurde bereitet aus getrockneter Darmschleim- 
haut und gereinigt durch Fallung mit Essigséure. Der Enterokinasegehalt 
der Lésungen wurde bestimmt nach der vom Autor angegebenen Methode 
(Pace)', sonst war die Behandlung die gleiche, wie oben beim Trypsin be- 
schrieben. Tabelle III zeigt die mit Enterokinase erhaltenen Resultate. 


Tabelle Il. 
Anfangsgehalt der Lésung: 3,2 Enterokinaseeinheiten pro Kubikzentimeter ; 
pu 6,5. 





Vor der Bestrahlung Enterokinaseeinheiten pro cem 


auf 60° erhitzt wihrend dreistiindige Bestrahlung | Kontrolle (ohne Bestrahlung) 
pS ee ee 1,12 1,76 
Tee” fares SOS 0,00 0,00 


Man sieht, daB die Resultate den mit Trypsin erhaltenen entsprechen, 
also keine Reaktivierung der Enterokinase gefunden wird. 

Trypsinkinase wurde in der iiblichen Weise hergestellt, indem man 
Lésungen von Trypsin und Enterokinase bei 30° wahrend 30 Minuten auf- 
einander einwirken lieB. Die weitere Behandlung wie oben beschrieben. 
Tabelle IV gibt die mit Trypsinkinase erhaltenen Resultate wieder. 


Tabelle IV. 





Vor der Bestrahlung Trypsinkinaseeinheiten pro cem 


auf 60° erhitzt wihrend 


dreistiindige Bestrahlung Kontrolle (ohne Bestrahlung) 


PN 3 2) ga eons 0,66 0,76 
rrr rae 0,00 0,00 


Man findet also bei dem Komplex Trypsinkinase dasselbe Verhalten 
wie bei den Komponenten Trypsin und Enterokinase allein. 


Anwendung verschiedener Wellenldngen. 

Ein weiteres Experiment wurde mit Trypsin ausgefiihrt, indem man 
das Filter weglie8 und das Enzym der Gesamtstrahlung der Quarzlampe 
aussetzte, wobei man feststellte, daB hierbei eine deutlichere Inaktivierung 
als bei Anwendung des Filters erfolgte. Dieses Resultat stand zu erwarten. 
Ein anderes Experiment wurde angestellt, um zu priifen, ob Bestrahlung 
mit gew6hnlichem Licht eine Aktivierung bewirkte. Man verfuhr hierbei 
folgendermaBen: Das Licht einer 1500-Watt-Lampe lieB man vermittels 
einer Sammellinse durch ein GlasgefiB, das dauernd von Wasser durch- 
flossen wurde, auf eine Glasréhre wirken, die eine vorher teilweise durch 
Hitze inaktivierte Lésung von Trypsin enthielt. Der Abstand der Lampe 


1 Biochem. Journ. 25, 1, 1931. 
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von der Réhre betrug 30cm, die Bestrahlungsdauer 5 Stunden. Es wurde 
ein Kontrollversuch mit unbestrahlter Lésung ausgefiihrt. Man stellte 
fest, daB Bestrahlung mit sichtbarem Licht weder eine aktivierende noch 
eine inaktivierende Wirkung von meBbarer GréBe auf das zuvor teilweise 
durch Erhitzen inaktivierte Enzym ausiibt. 


Zusammenfassung. 

Es wurde festgestellt, daB Loésungen von Trypsin, Enterokinase 
oder Trypsinkinase, die man durch Erhitzen (zum Teil oder ganz) 
inaktiviert hatte, bei Bestrahlung mit Licht des ,,nahen‘‘ ultravioletten 
Bereichs (d.h. Wellenlangen gréBer als 280 uu) keine Reaktivierung 
zeigen, sondern, daB eine weitere Inaktivierung bei dem zuvor teilweise 
inaktiviertem Material erfolgt. Setzt man die Lésungen der Gesamt- 
strahlung einer Quarzlampe aus, so wird der Inaktivierungsanteil der 
Bestrahlung deutlich vergréBert. Bestrahlung mit sichtbarem Licht 
hat keine meBbare Wirkung auf die Aktivitét der untersuchten Enzyme 
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